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1. OZET

SIKLOFOSFAMID UYGULANAN RATLARDA NEFROTOKSISITE

UZERINE PROPOLISIN ETKILERIi

Calisma siklofosfamid (CYP) uygulanan ratlarda propolisin nefrotoksisite
tizerine etkilerinin arastirmasi amactyla yapilmstir.

34 adet Wistar-Albino 1rki erkek ratlar kullanilmistir. Hayvanlar 4 gruba
ayrilmistir: 1. grup: Kontrol grubu (ratlara tedavi verilmemistir), 2. grup: Propolis
uygulanan grup (200 mg/kg/giin oral, 7 giin), 3. grup: CYP uygulanan grup (150
mg/kg/i.p. tek doz), 4. grup: CYP+propolis uygulanan gruptur. Propolis
uygulamasina CYP uygulamasindan 2 giin dnce baslanmis ve 7 giin siire ile
devam edilmistir. Uygulamalarin sonunda kan ve bobrek dokularinda
malondialdehid (MDA), glutatyon (GSH), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz
(GST) ve plazmada sodyum (Na), potasyum (K), kalsiyum (Ca), klor (CI),
magnezyum (Mg), fosfor (P), iire, iirik asit, kreatinin diizeyleri 6l¢iilmustiir.

CYP uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan ve bobrek
dokusunda MDA diizeyinde 6nemli bir artis, GSH diizeyi ve CAT aktivitesinde
ise onemli bir azalis gozlenmistir (p<0.05). Propolis ve CYP+propolis uygulanan
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA, GSH diizeyleri ve CAT
aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamistir. CYP+propolis
uygulanan grup CYP uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeyinde onemli azalis, GSH diizeyi ve CAT aktivitesinde ise 6nemli bir artig
gozlenmistir (p<0.05). Plazmada GST aktivitesi okunamayacak diizeyde

oldugundan 6lglilememistir.



CYP uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma {irik asit
diizeyinde istatistiksel olarak énemli bir fark saptanmazken, Na, K, Ca, Cl, Mg, P
diizeylerinde oOnemli azalis; ftre, Kreatinin, diizeylerinde ise Onemli artig
saptanmistir  (p<0.05). Propolis uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma Na, K, Ca, Cl, Mg, P, iire, kreatinin diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir. CYP+propolis uygulanan
grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma K, Ca, CI, iire, kreatin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamazken, Na ve P
diizeylerinde 6nemli azalis saptanmistir (p<<0.05).

Caligmamizda gozlenen MDA diizey artisi, GSH diizey, CAT aktivite
azalist CYP kaynakli nefrotoksisitenin biiyiik oranda oksidatif strese bagli
oldugunu ve CYP nedenli doku oksidatif hasarindan antioksidan 6zelligi olan

propolis ile korunulabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, propolis, malondialdehid, glutatyon,

katalaz, glutatyon-S-transferaz, biyokimyasal parametreler



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF PROPOLIS ON NEPHROTOXICITY IN

CYCLOPHOSPHAMIDE TREATED RATS

The purpose of this study was to investigate the effects on the
nephrotoxicity of propolis in cyclophosphamide (CYP) treated rats.

34 male Wistar- albino rats were used. The animals were divided into 4
groups: group 1 : control group (not treated rats), group 2: Propolis treated group
(200 mg/kg/day orally for 7 days), group 3: CYP treated group (150 mg/kg i.p. a
single), group 4: CYP+propolis treated group. Propolis application began before 2
days from CYP administration and continued for 7 days. At the end of the
experiment, malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), catalase (CAT),
glutathione-S-transferase (GST) and plasma sodium (Na), potassium (K), calcium
(Ca), chlorine (CI), magnesium (Mg), phosphorus (P), urea, uric acid, creatinine
levels were measured in blood and kidney tissues.

It was observed to a significant increase in MDA level, GST activity,
decrease in GSH level and CAT activity in the blood and kidney tissues of CYP
treated group when compared with the control group (p<0.05). MDA, GSH levels
and CAT, GST activities weren’t statistically significant difference in propolis
and CYP+propolis treated groups when compared with the control group. It was
observed to significantly decrease in MDA level, GST activity, significant
increase in GSH level, CAT activity in CYP+propolis treated group when
compared with CYP treated group (p<0.05). It could not be measured because

GST activity in plasma can not be read.



It was found to significantly decrease in plasma Na, K, Ca , Cl, Mg, P
levels, increase in urea, creatinine levels while there wasn’t statistically significant
difference in uric acid levels in the CYP treated group when compared with the
control group (p<0.05). It could not be determined a statistically significant
difference in plasma Na, K, Ca, Cl, Mg, P, urea and creatinine levels in the
propolis treated group when compared with the control group. It was observed
plasma Na and P levels were found to be statistically significant decrease while K,
Ca, Cl, urea, creatinine levels weren’t statistically significant differences in
CYP+propolis treated group when compared with the control group (p<0.05).

In our study, increase in MDA level, decrease in GSH level, CAT activity
are thought to be largely caused by oxidative stress of CYP induced
nephrotoxicity. It shows can be prevented with the antioxidant property of

propolis from CYP induced tissue oxidative damage.

Key Words: Cyclophosphamide, propolis, malondialdehyde, glutathione,

catalase, glutathione-S-transferase, biochemical parameters



3. GIRIS

3.1. Kemoterapotik Ajanlar
Kemoterapotik ajanlar kimyasal yapilar1 ve hiicre aktivitesine gore 5 siifa

ayrilmaktadirlar:

3.1.1. Alkilleyici Ajanlar

Bu gruptaki ilaglar arasinda siklofosfamid (CYP), busulfan, carboplatin,
carmustine, clorambusil, dacarbazine, ifosfamide, lomustine, melphalan, nitrojen
mustard, procarbazine, tiotepa yer almaktadir. Sitotoksik etkileri, biinyelerindeki
elektrofilik alkil kokii ile hedef makromolekiillerin niikleofilik parcasinin geri

dontigsiiz bir kombinasyon yapmasi ile olmaktadir (1, 2).

3.1.2. Antimetabolitler

Bu grupta; cytrabine, methoterxate, 6-mercaptopurine, 6-tioguanine yer
almaktadir. Hiicrenin normal metabolitleri ile benzerlik gosterdiklerinden onlarin
yerine gecerek aktiviteyi bloke eder, azaltir ya da makromolekiillerin icine

girerek, fonksiyonu olmayan bir makromolekiil yaratirlar (1, 2).

3.1.3. Bitki Alkoloidleri
Podofilotoksinlerden ve vinca alkoloidlerinden semisentetik olarak elde
edilen ilaglardir. Bu grupta; vincristine, vinblastine, etoposide, teniposide yer

almaktadir. Hiicre boliinmesini mitoz sathasinda durdururlar (1, 2).

3.1.4. Antitiimor Antibiyotikler
Actinomycin-D, adriamycin, bleomycin, epirubicin, idarubicin bu

gruptadirlar. Hiicrede DNA ve RNA transkripsiyonunu durdurup, dokularda uzun



siire kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre Oliimiine yol agarlar.

Radyasyonla birlikte verildiklerinde toksisiteyi artirirlar (1, 2).

3.1.5. Kortikosteroidler
Kortikosteroidler pasif difiizyonla hiicre icine girip, glukokortikoid
reseptorleri ile baglanarak ¢ekirdege gecer, orada DNA ile baglanip transkripsiyon

olayini bozarlar (1).

3.2. Siklofosfamid (CYP)

CYP nitrojen mustard grubundan alkilleyici antineoplastik bir ilagtir. CYP
yapilan klinik ve deneysel calismalarla terapotik toksik etki oranina sahip oldugu
belirlenmis bir immunosiipresor ajandir (4). CYP’nin kimyasal yapisi sekil 1°de

gosterilmistir.

- 1

Sekil 1. CYP’in Kimyasal Yapisi; 2-bis (kloroetil) Amino Tetrahidro-2H-
1,2,3-Oksazofosforin 2-Oksit (5).

Alkilleyici ilaglar grubuna giren CYP kanser tedavisinde c¢ok yaygin
olarak kullanilan giiglii bir oxazaphospharindir. Tek basmna veya diger
kemoterapotik ilaglarla kombine edilerek birgok neoplastik ve non-neoplastik

hastaligin tedavisinde kullanilir. Akut ve kronik lenfositik 16semi, Hodgkin dist



lenfomalar, pediatrik solid timorler, meme, over, bas-boyun kanserleri gibi hem
hematolojik hem de solid tiimoérlerin tedavisinde etkili oldugu ortaya konmustur
(2, 3). Ayrica B hiicre islevlerini baskilama, immiin sistem hiicrelerinde adezyon
molekiillerini ve sitokin tretimini azaltma ve apoptozu tetikleme gibi c¢esitli
etkilerine dayanarak otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Ancak myelosupresyon, iirotoksisite, mutajenite, teratojenite ve karsinojenite gibi
diistindiiriicti toksik etkilere de sahiptir (4).

Alkilleyici antineoplastik ajanlar genel olarak hiicre fonksiyonlarini amino,
karboksil, stilfidril ve fosfat gruplarima kovalent baglanarak bozarlar. En sik
baglandiklar1 molekiiller DNA, RNA ve proteinlerdir. Etkisini ¢ogalan hiicreler
tizerinde gosteritken faz spesifik etki gostermezler. Bag dokusu hastalarinda
yapilan calismalar bu ajanin hem antikor hem de otoantikor titrelerini azalttigini
gostermistir. CYP, insan viicudunda humoral antikor iiretimini hiicresel

immuniteden daha fazla suprese eder (5-10).

Tablo 1. CYP’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (5)

Molekiiler Formiilii C7H15CI2N.0-P

Molekiiler Agirhik 261,09

Fiziksel Ozellikleri Kokusuz, ince beyaz kristal toz

Erime noktasi 49,5-53 °C

Kaynama noktasi 336 °C

Yogunluk 1,479 g/cm?® 1,479 g/lcm?®

Coziiniirliik Kloroform, dioksan ve glikoller icinde ¢oziiniir, benzen,

karbontetrakloriirde hafifce ¢Oziiniir, eter ve asetonda ¢ok az

¢Oziinlir
Boliim katsayisi 0,63
pKa 4,5-6,5
Stabilite 30 °C'nin iizerindeki sicakliklarda klor atomlarinin ayrigmasiyla

hidroliz meydana gelir. Oksidasyon, nem ve 1s1ga duyarlidir




3.2.1. CYP’in Fizyopatolojisi

Bagisiklik baskilayict ve bir antitiimoér ajan olan CYP’nin onkosidal etki
gosterebilmesi i¢in metabolik olarak aktive edilmesi gerekir (6). CYP tarafindan
olusturulan bagisiklik baskilayicilik ana ilagtan ziyade onun metabolitlerinden
kaynaklanmaktadir. CYP karacigerde mikrozomal sitokrom P-450 enzim sistemi
ile 4-hidroksi CYP’e metabolize olduktan sonra aldofosfamide doniisiir. Hem
normal hem de tiimo6r dokularda sonradan enzimatik olmayan bir yolla sitotoksik
molekiiller fosforamid mustard (FAM) ve akrolein (ACR)’e doniistiiriiliirler. Bu
iki bilesen oldukga sitotoksiktir ve ilacin aktif formlaridir. Sitotoksik etkileri,
biinyelerindeki elektrofilik alkil kokii ile hedef makromolekiillerin niikleofilik
parcasinin geri doniissiiz bir kombinasyon yapmasi ile olmaktadir (11, 12).

FAM’mm DNA’ya baglanarak hiicre bolinmesini baskiladigi, CYP’in
bagisiklik baskilayict ve antitiimor etkilerine arac1 oldugu diisiiniilmektedir. Ote
yandan ACR’in 6nemli makromolekiillerinin siilfidril (-SH) gruplariyla ¢abucak
reaksiyona girdigi bdylece bagisikligin  baskilanmasinda rol oynadigi
disiiniilmektedir. Elektrofilik bir aldehit olan ACR, antitimor aktivitesi
olmamasina karsin sitokrom P-450 ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)-sitokrom P-450 rediiktaz proteinleri ile hizli sekilde reaksiyona girerek
enzim inaktivasyonuna neden olur. Diger taraftan bazi reaktif oksijen tiirevlerini
(ROT) uyarma ve nitrik oksit sentaz (NOS) iizerinden nitrik oksit (NO)
seviyelerini artirma gibi 6zellikleri de bulunur (13).

ACR sadece CYP in yikilmasi ile olusmamakta ayrica sigara, bocek
ilaglarinda, baz1 yiyeceklerde ve yanmis organik malzemelerde de

bulunabilmektedir. Olusan ara iiriinler veya son metabolitlerin; kanser seg¢iciligi,



sistemik toksisite, mutajenite, teratojenite, genotoksisite ve kanserojenite gibi
farkli etkileri olabilecegi ileri stiriilmektedir (9, 14). CYP’in metabolizmasi sekil
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Sekil 2. CYP’in Molekiiler Yapis1 ve Metabolizmasi (15)

3.2.2. CYP’in Viicuda Alimm

Hem oral hem de parenteral olarak kullanilan CYP, hem hematolojik hem
de solid tiimorlerin tedavisinde basarili bulunmustur. CYP’in plazmada yarilanma
omrii 6,5 saattir. Parenteral olarak verildiginde aktif metabolitlerin plazma
konsantrasyon pikine ulasmasi 2-3 saat stirer. CYP, ifosfasmid ve dikarbazin
farmakokinetik anlamda 6n ilaglardir. Bu ilaglar karacigerde karma fonksiyonlu

oksidazlar tarafindan aktif metabolitlere doniistiiriiliirler, bu metabolitler de



kanser hiicresinde reaktif metabolitlere doniisiirler. Vezikan olmalar1 nedeniyle
damar disina kagmalarina engel olunmaya c¢alisilmalidir (15, 16).

Alkilleyici tipte bir antincoplastik ilag olan CYP, sitotoksik
immiinosiipresif ilaclarin en giicliisii oldugu kabul edilir; ancak toksisitesinin
fazlalig1 nedeniyle immiinosiipresif ila¢ olarak kisitli sayidaki endikasyonlarda
kullanilir. CYP hem immunosiipresif hem de sitotoksik etkilerini DNA {izerinden
hiicrenin mitotik aktivitesini engelleyerek gostermektedir. Hem hiicresel hem de
humoral immuniteyi etkilemekle birlikte daha ¢ok B hiicreleri itizerine etkilidir.

Bobrek yetmezligi durumlarinda ilacin atilimi gecikir ve toksik etkileri artar (17).

3.2.3. CYP’in Kullanim Alanlari

CYP, solid tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmasinin yaninda
lenfoma, miyeloma, kronik lenfositik l6semide kullanilmaktadir. Ayrica CYP
trombositopenik purpura, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozis, nefrotik
sendrom ve wegener granulomatozisi gibi nonneoplastik hastaliklarin tedavisinde

de kullanilmaktadir (15, 18).

3.2.4 CYP’in Yan Etkileri

CYP’den en ¢ok etkilenen hiicreler lenfositlerdir ve bunlarin say1 ve islev
acisindan degisiklikleri bagisiklik sisteminin baskilandiginin  gostergesidir.
Bagisiklig1 biiyiik oranda etkilemektedir ve yakin laboratuvar takibi gerektiren
yan etkileri vardir. En ¢ok goriilen yan etki bulant1 ve kusmadir. CYP, bagisiklig
bozan yiiksek doz kortikosteroid gibi ilaglarla birlikte kullanildigi zaman savunma

sistemini baskilayip enfeksiyon riskini artirir (18, 19).
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Uzun dénemde CYP’in yan etkisi; malignite, pulmoner fibrozis, ovaryan
fibrozis, erkeklerde yiiksek oranda sterilite olasiligr vardir. Kiimiilatif doz: 150-
250 mg/kg olarak verilmektedir CYP hiicre DNA’smna penetre olarak etki
etmektedir. Akut evrede komplikasyonlari olarak; kemik iligi baskilanmasi,
hemorajik sistit, gastrointestinal yakinmalar, alopesi, infeksiyon riskinde artig
gozlenmistir (20).

CYP, emziren kadinlarda siite gegcerek bebekte immunosupresyon, gelisme
geriligi ve karsinogenezis gibi toksik etkiler yapmaktadir. Erkek Swiss farelerde
yapilan deneysel ¢aligmalarda 200 mg/kg CYP’in hemorajik sistit olusturdugu
rapor edilmistir (21). CYP’in insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane kanseri
yaptig1 yoniinde raporlarda bulunmaktadir (22). CYP’in kemik iligi mutajenitesi
konusunda yapilan ¢alismalar, bu maddenin insanlarda ve sicanlarda
hematopoietik sistemde kanserojen oldugunu gostermistir. Farelerde yapilan bir
deneysel ¢aligmada 100 mg/kg i.p. CYP uygulamasinin hematopoietik sistemde
timor gelisimini uyardigr gozlenmistir. Siganlarda yapilan diger bir deneysel
caligmada 20 ve 40 mg/kg i.p. CYP uygulamasinin dalakta ve kemik iliginde
mutajen oldugu gosterilmistir. Hodgkin lenfomali hastalara CYP verildiginde,
hastalarda tireterik tiimorlerin gelistigi rapor edilmistir (13, 21, 22).

Ote yandan, CYP’e bagli en 6nemli renal yan etki hiponatremidir. CYP’in
daha ¢ok 1i.v. yiikksek doz tedavi sonrasi fizyolojik olarak uygun olmayan
antidiiiretik hormon (ADH) salgisint arttirarak hipernatremiye yol acar.
Hiponatremi, ADH’un artmis etkisi nedeniyle su ekskresyonunun bozulmasina

bagli gelisir. Hiponatremi genellikle akut gelisir ve ilacin kesilmesiyle 24 saat
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i¢inde diizelir. Renal yetmezligi olan hastalarda CYP kullaniminda doz ayarlamasi
gerekip gerekmedigi tartisiilmahidir (15, 16).

Ozellikle yiiksek doz CYP (120-200 mg/kg) kullanimindan sonra Kardiyak
etkiler bildirilmistir. Kardiyak semptomlari; aritmi, akut fulminant kalp
yetersizligi ve hemorajik miyoperikardiyum ve bunun neden oldugu perikardiyal
efiizyon, kardiyak tamponat ve hatta 6liime neden olabilir. Akut semptomlar
genellikle ilag verildikten 1-2 hafta sonra goriiliir, yan etki gelisirse % 11 oraninda
oliimciil olabilir (23, 24). Ando ve ark. (23)’nin yiiksek doz CYP ile kemik iligi
transplantasyonu yapilan 39 meme kanserli hastay1 igeren ¢alismalarinda
hazirlama rejimi olarak CYP (2000 mg/m?) ve thiotepa (200 mg/m?)
kullanilmigtir. Bu ¢alismada hastalarin  birisinde konjestif kalp yetersizligi,
ikisinde sol ventrikul disfonksiyonu, 3 hastada perikardiyal effuzyon, 2 hastada
ST-T anormallikleri, aritmi gelisen 9 hastanin {iginde atriyal, ikisinde ventrikuler
aritmi ve dordiinde atriyoventrikuler blok epizotlar1 izlenmistir.

Morandi ve ark. (24)’min kemik iligi transplantasyonu yapilan 16 meme
kanseri hastasini i¢eren ¢alismalarinda CYP dozu 200 mg/kg olarak kullanilmis ve
hastalarin takibinde kardiyak enzimlerden troponin, kreatinin kinaz (CK) ve CK-
MB kullanmiglardir. Hastalarin hicbirinde kardiyak enzimlerin yiikselmedigi
tespit edilmistir.

Goldberg ve ark. (25)’nin 84 kemik iligi transplant hastasini igeren, 50
mg/kg/giin dozunda 4 giin siire ile CYP’nin kullanildig1 ¢alismasinda hastalarin
14’tinde CYP’nin kardiyak toksisitesine bagli bulgular saptamislardir. Hastalar,
CYP’in dozuna gore (viicut yiizey alani1 gbz Ontine alinarak) 2 gruba ayrilmistir.

Giinliik 1,55 mg/m?/giinden yiiksek dozda CYP kullamilan 52 olgunun 13’iinde
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konjestif kalp yetersizligi gozlenirken, 6 olgu 6liimle sonuglanmus; giinliik 1,55
mg/m?/giinden daha az dozda CYP kullanilan 32 olgunun 1’inde konjestif kalp
yetersizligi gelismis ve hicbir hasta kaybedilmemistir. Yapilan bu ¢alismada 60
mg/kg/giin dozunda kullanilan CYP, viicut ylizey alanina gore hesaplandiginda,
2,3 mg/m?/giin olup yan etki gozlenmistir. Olgudaki kardiyak toksisite nedeninin,

viicut ylizey alanina gore hesaplanan ytliksek doza bagli olabilecegi goriilmiistiir.

3.2.5. CYP’in Bobrek Uzerine Etkisi

Kanser hastalarinda antineoplastik kemoterapinin gelismesi ve destek
tedavisi ile mortalite ve morbidite oranlar1 6nemli 6lgiide azalmistir. Ancak
yiiksek doz sitotoksik ilaclarin kullanilmasi ve kanser hastalarinin daha uzun siire
yasamasl ilaglarin yan etkilerini de artirmistir (26).

Sitotoksik ilaglara bagli nefrotoksisite kemoterapinin en sik goriilen yan
etkilerinden birisidir. Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar ve antrasiklinler en sik
nefrotoksisiteye neden olan ilaglarin basindadir. Sisplatin, CYP ve yiiksek doz
sitozin arabinozidinin nefrotoksik etkileri bilinmektedir (27).

Kemoterapi ilaclar1 bobrekte baslica proksimal tiibiil, distal tiibiil ve
glomeriil olmak iizere nefronun ii¢ ana boliimiinde hasarlanmaya ve fonksiyon
bozukluguna neden olur (28). Glomeriler fonksiyon bozukluguna bagl
glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, serum kreatinin ve idrar protein/kreatin
oraninda artma goriiliir. Proksimal tiibiiler fonksiyon bozukluguna bagl ise idrar
sodyum (Na)’unda artma; serum Na, potasyum (K), klor (ClI), kalsiyum (Ca),
magnezyum (Mg) ve fosfor (P) seviyesinde azalma goriliir. Distal tiibiiler

fonksiyon bozuklugunda idrar pH’1 ve ozmolalitesi artar. Kanser hastalarinda
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uygulanan kemoterapi ilaglarinin O6zelliklerine gore glomeriiler fonksiyonlarin
yaninda tiibiiler fonksiyonlarin da bozuldugu bilinmektedir (29).

CYP’e bagli nefrotoksisiteden nefronun tiim segmentleri etkilenir. En sik
tibiiler glukoz, amino asit, protein, fosfat, bikarbonat kaybi ile karakterize
proksimal tiibiil tutulumu goriiliir (30). CYP’in en 6nemli yan etkisi hemorajik
sistittir. Uzun siireli veya yiiksek doz CYP tedavisinden sonra % 40 hastada
hemorajik sistit gelistigi bildirilmistir. CYP’in aktif metaboliti olan ACR
tarafindan {riner epitelin hasar gérmesi sonucu olusur. Hemorajik sistit birkag
saat icinde gelisir ve tedaviyle 1-2 hafta i¢inde diizelir. CYP’in infiizyon ve
metabolizma orani, idrarin miktar1 ve sikligi, diger nefrotoksik ilaglara ve
genitoiiriner radyasyona maruz kalma hemorajik sistit gelisimini artiran risk
faktorleridir. Ciddi hemorajik sistit; mesane kontraksiyonu, anemi, tekrarlayan
tiriner sistem enfeksiyonu, mesane perforasyonu, bobrek yetmezligi ve 6liime yol
acabilir. Uzun donem komplikasyonlar1 ise mesane fibrozisi, iriner refli ve

transizyonel hiicreli mesane tiimoridiir (21, 31).

3.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla cift
olusturmamis elektron tasiyan yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu
ciftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein,
lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik materyale zarar
vermelerine neden olmaktadir (32, 33).

Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeni ile ¢ok aktif
yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme o6zelligi

gostermektedir. Etkilesime girdikleri molekiilden bir elektron alarak yada ona bir
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elektron vererek molekiiliin yapisim1 bozarlar. Boylece radikal olmayan bir yapi,

radikale doniismiis olur (32, 33, 34).

Tablo 2. Serbest Oksijen Radikalleri (35)

1. Radikaller 2. Radikal Olmayanlar 3. Singlet Oksijen (*O2)

Stiperoksit radikali (O2”)
Hidroksil radikali (OH)
Alkoksil radikali (LO")

Peroksil radikali (LOO")

Hidrojen peroksit (H202)
Lipid hidroperoksit (LOOH)
Hipoklorik asit (HOC1)

SOR’leri, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli olarak normal veya
patolojik aerobik metabolizma ile siirekli tretilmektedirler. Mitokondrilerdeki
O2’li solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve katabolik islemler sirasindaki
reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislart olur ve bu sirada SOR'lar
olusur. Tablo 3'te kaynaklar1 goriilmektedir (35).

Aerobik metabolizmasi olan canlilarda SOR genellikle oksijen (O2)’den
tiretilmekle birlikte organizmada O tiirevi SOR disinda karbon ve kiikiirt
merkezli radikaller de olusmaktadir (36). Kimyasal maddelere maruz kalma,
karbontetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksisiteleri, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani gibi
cevresel faktorler, bleomisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar SOR

olusumuna neden olan ekzojen kaynakli etmenlerdir (37).
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Tablo 3. Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklar1 (38)

I- Normal biyolojik
Islemler
I1- Oksidatif stres yapici

durumlar

I11- Yaslanma Siireci

1. O2’li solunum

2. Katabolik ve anabolik islemler

1. Iskemi - hemoraji - travma — radyoaktivite

2. Ksenobiotik maddelerin etkisi

a) Inhale

b) Aligkanlik yapan maddeler

c) ilaglar

3. Oksidan enzimler

a) Ksantin oksidaz

b) Indolamin dioksigenaz

c) Triptofan dioksigenaz

d) Galaktozoksidaz

e) Siklooksigenaz

f) Lipooksigenaz

g) Monoaminoksidaz

4. Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5. Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal
hiicreler)

6. Uzun siireli metabolik hastaliklar

7. Diger nedenler: Sicak soku, gilines 11n1, sigara

3.3.1 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikal patolojisi, hiicre membranlarindaki makromolekiillerin ve
diger makromolekiillerin yiiksek oranda radikal reaksiyonlarina maruz kalmasini
igerir. Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle basta membran lipidleri olmak

tizere, proteinler, karbonhidrat ve niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde
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hasara yol agabilme 6zelligine sahiptir. Bunlarin sonucunda islev bozuklugu veya
hiicre oOlimii olmakta ya da mutant 0&zellikler kazandirarak tiimor
olusturabilmektedirler. Bu zararlar hiicrenin cinsine, maruz kalinan strese ve
siddetine bagli olarak, toksik, mutajenik veya karsinojenik olabilir (36-40).

Olusan hasarlar kanser, ateroskleroz, amiloidoz, yasa bagli bagisiklik
yetersizligi, senil demans ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskili oldugu
ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynadigi bilinmektedir (34).

Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yolla ortaya ¢ikan serbest

radikaller, hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir (41).
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Sekil 3. Serbest Radikallere Bagli Hasarlar (36)
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3.3.1.1. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden ne derecede etkilenecegi amino asit
kompozisyonlarma baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein gibi
amino asitler kolaylikla etkilenirler. Protein oksidasyonu; ROT ve oksidatif stresin
ikincil ara iriinlerinin proteinlerin kovalent modifikasyonuna neden olmasi ile
olusur. Proteinlerdeki bu degisiklikler sonrasinda cesitli hiicre fonksiyonlari

(sinyal iletimi mekanizmalari, transport ve enzim sistemleri) etkilenir (42, 43, 44,

45).

3.3.1.2. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikallerin mutajenik
etkilerinden dolayr DNA iizerinde 6nemli hasarlara neden oldugu bilinmektedir
(117). DNA’nin  yarilmasi, DNA-protein c¢apraz baglari, purinlerin
otooksidasyonu gibi bazi durumlar ROT’nin &zellikle de ‘OH’nin neden oldugu
hasarlardir. DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar da SOT’nden etkilenirler.
DNA molekiilinlin  hasar1  kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma,

karsinogenez, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (42).

3.3.1.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Fizyolojik pH ve sicaklikta glukoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucunda H2O, peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Glukoz aminoglikan olan
ve sinoviyal sivinin vizkozitesinde oOnemli rol oynayan hyaluronik asit O:
tarafindan depolimerize olarak, bag dokunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin

viskozitesinin kaybina neden olmaktadir (41).
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3.3.1.4. Serbest Radikallerin Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Lipidler, biyolojik yapilar iginde reaktif oksijen iiriinlerinin toksik
etkilerine en duyarli yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan coklu
doymamus yag asitleri serbest oksijen tiriinleri ile yiiksek oranda tepkimeye girer
ve peroksidasyon meydana gelir. Membran akigkanligini saglayan bu doymamis

yag asitlerinin hasar1 sonucu akigkanlikta azalma olur (46, 47).

3.3.1.5. Serbest Radikallerin Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkileri
Lipid peroksidasyonunda, hiicre membran fosfolipidlerindeki doymamis
yag asidi ile Oz~ radikali, lipid hidroperoksit (ROOH)’lerini olusturmak igin
reaksiyona girer. Peroksidasyon siddeti, lipidlerin doymamishik derecesi ile
orantil1 olarak artar. Doymamis yag asidlerinin oksitlenmesi ile yag asidi radikali
olusur. Buna oksijenin eklenmesi ile peroksil radikali (LOO) olusur. LOO"
radikali zincir reaksiyonunun tasiyicisidir. Bir antioksidan tarafindan 6nlenmezse
komsu doymamis yag asit molekiillerini okside eder. Bu durumda yeni
radikallerin ve toksik aldehitlerin olugsmasina neden olan ROOH’leri meydana
gelir. Lipid peroksidasyonu membran yapisina ve diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Membran gecirgenligi ve membran akiskanligi ciddi sekilde etkilenir. Bu
durumda yeni radikallerin ve toksik aldehitlerin olusmasina neden olan
ROOH’leri meydana gelir. Membranda lipid peroksidasyonu sonucu:
a. Membran transport sistemleri bozulur (38, 46, 48).
b. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengeleri bozulur.
C. Hiicre i¢i Ca konsantrasyonu artar ve buna bagl olarak proteazlar aktive olur.
d. Hiicre igi organellerde olusan lipid peroksidasyonu ve litik enzimlerin

salgilanmasina bagli hiicre hasar1 gelisir (46, 48-50).
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Sekil 4. Lipid Peroksidasyonunun Kimyasal Yolu (36)

Lipid peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan kolayca tespit
edilebilen ve peroksidatif hasarin belirteci olan malondialdehit (MDA) olusur.
MDA, genellikle oksidatif stres belirteci olarak kullanilmaktadir. Bu, protein ve
fosfolipidlerle ¢apraz bag ve polimerizasyon yaparak 6zelliklerinin kaybolmasini
saglar. MDA deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran Ozelliklerini degistirir.
Hiicrenin her tarafina dagilarak, 6zellikle siilfidril igeren enzimleri inaktive eder.
Niikleik asitlerle etkilesmeye girerek genetik sifrede mutasyona yol acar. Sonug
olarak iyon transport bozukluklari, enzim aktivite degisiklikleri, hiicre
bilesenlerinin agregasyonu gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilir (48, 51).

MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya

da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
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derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA
Olclilmesi lipid peroksit diizeylerinin indikatorii olarak kullanilmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, ROOH’lerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle
sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan MDA, tiyobarbiturikasit (TBA)
testi ile Olglilmekte ve bu yontem lipid peroksidasyonunun saptanmasinda siklikla

kullanilmaktadir (36, 46, 47, 52).

3.3.1.6. Serbest Radikallerin Bobrek Dokusu Uzerine Etkileri

Bobrekler aerobik metabolizmanin belirgin bir sekilde goriildiigii, canlilar
icin 6nemli bir organdir. Beden siv1 elektrolit dengesini korumak icin, bobrekler
tiim beden agirligimin % 1’ini olusturmasina ragmen, biitiin beden O tiiketiminin
% 10’undan sorumludur. Kardiyak outputun % 20’sine de maruz kalan siizme
organi bobrekler, bu 6zelliklerinden dolayr dolasimdaki polimorfontikleer 16kosit
(PMN)’lerin ve monositlerin glomeriillere ve dokular arasi bosluga ge¢mesi
sonucunda ek bir oksidan strese maruz kalirlar (53, 54).

Bobrekler, yliksek Oz tiiketimi ve metabolik aktiviteye ek olarak, infiltratif
hiicreler ve kendi yerlesik hiicrelerinden de ROT’leri olusmasi nedeniyle zaman
zaman, kendi antioksidan korunma mekanizmasimi asan oksidan stresle
karsilagsmakta ve bobreklerde ROT’lerine bagli doku hasarlari olusmaktadir.
Deneysel bobrek iskemisinde, elektron transport zinciri, ksantin oksidaz gibi
oksidan enzimler, fagositler, epinefrinin otooksidasyonu ve arasidonik asit
metabolitleri, ROT lerinin kaynaklarin1 olusturmaktadir (55, 56).

SOR’leri, hiicre ve organel zarlarinda lipid peroksidasyona neden olarak
ve Ozellikle proksimal tiiblil segmentlerinde, tiibiil yapisini, hiicre transport

kapasitesini ve enerji tiretimini bozarak etkilerini gosterirler (57, 58). Deneysel
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immiin glomeriilonefritte SOR, PMN ve monositler gibi kan kaynakli infiltratif
hiicrelerden olusurlar ve glomertil hiicrelerine ve o6zellikle mezensial hiicrelere
yerlesirler. Bunlarin olusmasi, morfolojik lezyonlarin meydana gelmesine,
proteazlarin aktive olmasina, proteoglikan sentezinin diigmesine ve bunlara bagh
olarak proteinlere karsi glomeriiler gegirgenlik artisinin goriilmesine neden olur
(55-57).

Proksimal, distal ve toplayici segmentlerdeki bobrek tiibiiler hiicrelerinin
SOR’lar1 iretebildikleri bildirilmistir. SOR’nin  boébrek hasarindaki  rolii
glomeriilonefrit, nefrotik sendrom, akut bobrek yetmezligi, toksik hasar,
enfeksiyon, obstriiktif nefropati ve kronik bobrek yetmezligi gibi patolojiler
deneysel modellerle in vivo hayvan deneyleriyle gosterilmistir (58, 59).

Malign hastaliklarin seyrinde bobrek fonksiyonlart ¢ok ¢esitli nedenlere
bagl olarak bozulabilir. Kemoterapi bu nedenlerden en sik rastlananidir. Bununla
beraber, kemoterapi malign hastaliklarin seyri sirasinda bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasinin tek sebebi degildir. Malign hastaliklarin seyrinde bobrek fonksiyon
bozuklugunun nedeni malign hastaligin bobregi infiltre etmesi veya tiimoriin
etkisine bagli idrar yolu tikanmasi gibi hastaligin dogrudan kendisine de bagl
olabilir. Bir diger neden, neoplastik hiicre yikiminin artmasina bagl gelisebilecek
tiimor lizis sendromudur. Ote yandan malign hastaliklar, degisik mekanizmalarla
gelisen hiperkalseminin sik rastlanan sebeplerinden biridir ve hiperkalsemi bobrek

hasarina yol agabilir (60).

3.3.2. Oksidatif Stres
Hiicreler, serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak icin

antioksidan iiretirler. Serbest radikallerin olusumlar1 ve bunlarin antioksidanlar
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tarafindan notralize edilmeleri arasinda bir denge vardir. Bu denge sayesinde
hiicreler serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar gérmez. Bu dengenin
serbest radikaller lehinde bozulmasi halinde hiicrede serbest radikaller artar.
Serbest radikallerin hiicredeki bu artisina ve hiicre fonksiyonlari iizerinde yapmis

oldugu olumsuz etkiye oksidatif stres denir (36, 61).

3.3.3. Kemoterapi ve Oksidatif Stres

Kemoterapide kullanilan birgok ajanin, organizmada oksidatif stresi
artirdig@r tespit edilmistir. Bu durum, kemoterapotiklerin toksik etkilerinden de
sorumlu tutulmaktadir. Onlarin arasinda antrasiklinler en ¢ok SOR seviyelerini
yiikseltenlerdir. Doksorubisin ve bleomisin kemoterapisinin, kanser hastalarinin
PMN’lerinde oksijen radikali ve H20: iiretimini artirdifi gosterilmistir.
Doksorubisin iki farkli mekanizma ile SOR olusturabilir, kinon ve oksijen
radikalleri iireten redoks siklusu ve ‘OH radikalleri tireten doksorubisin-Fe

kompleksleri tarafindan katalize edilen Haber-Weiss tipi reaksiyondur (62).

3.4. Antioksidanlar

Serbest radikalleri ortadan kaldiran, oksidasyonunu engelleyen ya da
oksidasyon reaksiyonun gecikmesine neden olan maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir. Yani antioksidanlar, SOR’ni etkisiz hale getirip,
reaksiyonlar1 yavaslatip, sonlandirip ya da SOR’nin olumsuz etkilerini azaltmaya
caligirlar (36, 63).

Bazi arastirmacilar antioksidan savunmayi enzimatik savunma ve
nonenzimatik savunma olarak gruplandirmiglardir. Siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve
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glutatyon-S-transferaz (GST)’in rol aldigi antioksidan aktivitelerini “enzimatik

antioksidan savunma”, vitamin A, vitamin E, askorbat, GSH gibi maddelerle

gergeklestirilen deoksidasyon igslemlerini ise “nonenzimatik antioksidan savunma”

seklinde adlandirmiglardir. Yapilan calismalar, antioksidanlarin serbest radikalleri

etkisiz hale getirerek hiicrelerin zarar gérmesini engelledigini ortaya koymustur

(2, 62-67).

3.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

Tablo 4. Baslica Enzimatik Endojen Antioksidanlar (36)

Antioksidan Reaksiyonu

SOD O27’nin H20; ve O doniisiimiinii katalizleyen antioksidan
enzimdir.

GSH-Px LOOH’lerin indirgenmesinden sorumludur. Ozellikle
eritrositlerde oksidadif strese karsi en etkili antioksidan
enzimidir.

GR GSH-Px vasitasityla LOOH lerin indirgenmesi sonucu olugan
okside glutatyonu (GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH)
doniistimiini kataliz eder.

GST Lipid peroksitlere kars1t GSH-Px aktivitesi gdstererek
antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.

CAT H20>’1 ve ‘OH radikallerinin olusumunu 6nlemek i¢in bunlar1

H>0 ve Oz e pargalar.
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3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD enzimi, iki molekiil O27’ini dismutasyona ugratarak H2O. ve O3

olusturur (68, 69).

O + 0 +2H* SOD . H20,+ Oy

Ayni Kinetik 6zellige sahip ti¢ farkli SOD enzimi tarif edilmistir. Biri
prokaryotlarda bulunan aktif bolgesinde demir (Fe) iceren, digeri prokaryot ve
okaryot hiicrelerin mitokondrisinde mangan (Mn) igeren, t¢iinciisii ise 6karyotik
hiicrelerin sitoplazmasinda bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) icerendir. Bir de klasik
sitozolik Cu/Zn SOD’dan immunolojik olarak farkli olan ekstraselliller Cu/Zn
SOD tarif edilmistir. Bu enzim serbest oksijen radikallerine kars1 savunmada ilk
basamak olabilir ve hiicreler veya organizmalar oksidatif strese maruz
kaldiklarinda hizla indiiklenebilir (70-72).

Aerobik tiim hiicreler SOD igerirler. Hem sitozol, hem de mitokondrilerde
bulunan bu enzim Oz radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri O2’nin zararh
etkilerinden korur. SOD tam anlamiyla detoksifiye edici bir enzim degildir.
Ciinkii triinii olan H20> toksik bir ajandir. Ama O2~’nin dismutasyonuna giden
enzimatik yolun ilk basamagidir. Ikinci basamak CAT’a dayanir ve bu enzim de

H202’in su (H20)’ya doniismesini saglar (42, 72).

3.4.1.2. Katalaz (CAT)
Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapisinda hem igeren bir protein
olan CAT, H2O2’in O2 ve H20 ¢evrilmesini katalizler. Enzim aktif bolgesinde

katalitik aktivitesinden sorumlu bir hem grubu igerir (42, 72).
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CAT

2 H20» > 2H0 + 0O

Birgok memeli hiicre tipinde bulunan CAT ¢ok farkli konsantrasyonlarda
bulunur. Enzim bdbrek ve karacigerin peroksizomlar1 gibi subselliiler
organellerde veya diger hiicre ¢esitlerinde bulunan mikroperoksizomlar gibi daha
kiiglik organellerde yerlesirler. Karaciger, bobrek gibi yiiksek CAT igerigi olan
organlarda diisiik H20. konsantrasyonu, diisiik CAT igerigi olan kalp, beyin gibi
dokularda daha fazla H2O; konsantrasyonu vardir (72, 73, 74).

CAT metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiigiik molekiillerin
indirgenmesini de saglar, ancak LOOH gibi biiylik molekiillere karsi etkili
degildir. CAT ve GSH-Px arasindaki karakteristik H>O> metabolizmasini

paylasma, iki enzim dagilimina da yansimistir (42, 71, 73).

3.4.1.3. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST’ler ti¢ sitozolik, bir de mikrozomal gruba ayrilirlar. Yabanci
maddeleri GSH’daki —SH grubu ile baglayarak notralize ederler. Bu sekilde
iriiniin daha fazla H,O’da ¢oziiniir hale gelmesini saglayarak, organizmadan
atitlmin1 ~ kolaylastirirlar.  GSH-Px  enziminden  sonra  ROOH’lerinin

detoksifikasyonunda 6nemli enzimdir (75, 76).

3.4.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
GSH-Px; H202 ve organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu
saglayarak hiicre membran lipidlerini oksidatif hasara karsi korumaktadir.

Hiicrelerdeki GSH redoks dongiisiiniin, H202, ve ROOH’lerin indirgenmesinde
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hayati 6nemi vardir. Bu dongiiniin anahtar enzimi GSH-PX, substrat1 ise GSH’dur.

Bu sitozolik enzim tetramerik dort selenyum atomu ihtiva etmektedir.

H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H20

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H20

Ozellikle eritrositlerin membran biitiinliigiiniin saglanmasinda gorev
yapmaktadir. GSH-Px enzimi iki farkl: kategoride ele alinmaktadir;

Selenyuma bagimh GSH-PX: Bu sitozolik enzim, monomerik yapida
selenyum ihtiva etmektedir. Ozellikle eritroristlerde bulunan GSH-Px selenyuma
bagimli olarak gorev yapmaktadir.

Selenyumdan bagimsiz GSH-Px: Diger dokularda olmakla birlikte
ozellikle karaciger mitokondrilerinde aktivitede bulunmaktadir.

Okside glutatyon (GSSG)/GSH orani oksidatif stresin bir bagka gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Ornegin eritrositlerdeki bu oran 1/500 seviyesinde
tutulur. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol agarak eritrosit hasarina neden
olabilir. Antioksidan etkinligi kanitlanmis olan vitamin E'nin o6zellikle
membranlarda smirli oldugu durumlarda GSH-Px, membranlar1 peroksidasyona

kars1 korumaktadir (73, 74).
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Sekil 5. Antioksidanlarin Metabolizmasi (36)

3.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Tablo 5. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (36)

Antioksidan Reaksiyonu

Melatonin Lipofilik 6zellik gostermesinden dolayi hiicrenin hemen hemen
biitiin organellerine kadar ulasarak genis bir dagilim gdsteren
melatonin ‘OH ve O radikallerini tutarak antioksidan etki
gosterir.

Seruloplazmin Ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe*®) yiikseltgeyerek Fenton
reaksiyonunu ve ‘OH olusumunu engeller.

Transferrin Serbest Fe iyonlarini baglayarak Fenton reaksiyonunu onler.

Laktoferritin ~ Diisiik pH’l1 ortamlardaki Fe iyonlarini baglar.

GSH Hb’in oksitlenerek methemoglobine doniismesini onler.

Sistein ‘OH ve Oy toplayicisidr.

Urik Asit Genelde metal baglayici olarak ¢alisirken degisik radikalleri de
toplar.

Glukoz ‘OH gidericisidir.

Albumin Proteini ve metal iyonlarini baglar.

Biluribin Onemli bir LOO" toplayicisidur.

3.4.2.1. Glutatyon (GSH)
Tripeptit yapidaki bu antioksidan glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerinden olusmaktadir. Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmakta ve

antioksidan olarak metabolik faaliyetler sirasinda ¢ok onemli rol oynamaktadir.
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Glutatyon, GSH ve GSSG olmak tiizere iki formda bulunmaktadir. GSH formu
hiicrede baskin olan formdur. Hiicre GSH’unun % 80-85’1 sitozolde, % 10-15’1
mitokondride ve c¢ok az bir kismi endoplazmik retikulumda bulunmaktadir.
Mitokondrial GSH hiicre i¢in esansiyeldir. GSH sentezi i¢in gerekli enzimler
mitokondride bulunmadig1 i¢in mitokondri GSH’1 sitozolden saglanmaktadir (77,
78).

GSH, GSH-Px ve GR gibi ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin, serbest
radikallerin ve lipopolisakkaridler gibi endojen ve eksojen zararli bilesiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok Onemli bir antioksidan olarak
bilinmektedir. GSH’in peroksitlerle ve disiilfitlerle GSH-Px enzimi varliginda
reaksiyonu sonucu GSSG olugmaktadir. GSSG konsantrasyonunda artis, oksidatif
stresin bir gostergesi olmaktadir. GSSG, tiol iceren proteinlerin konformasyonu
ve aktivitesi iizerine zararli etkileri olan prooksidan bir madde oldugu i¢in hizla
rediiklenmesi gerekmektedir (63).

Hiicredeki 6nemli fonksiyonlarinin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi
regililasyonu gibi) yani sira antioksidan olarak da gorev yapar GSH-PX, GR ve
GST enzimlerinin substratt ve kosubstratidir. Serbest radikal ve peroksitlerle
reaksiyona girip oksidatif hasara karsi koruma yapar. Karaciger viicuttaki GSH’un
en onemli kaynagidir. Hb’in oksitlenerek methemoglobine doniismesini engeller.
Eritrosit ve 10kositleri oksidatif strese karst korur. SH gruplarini indirgenmis

halde tutarak, bircok protein ve enzimin inaktivasyonunu engeller (63, 77).
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Sekil 6. GSH Sentezi ve Siklusu (80)

GSH; hiicre i¢in en 6nemli antioksidan olmasinin yaninda, ksenobiyotik
ve metabolitlerinin  detoksifikasyonunun saglanmasi, redoks durumunun
diizenlenmesi, immiin yanit ve hiicre farklilagsmasi1 gibi bircok hiicre islevinin

kontroliinde 6nemli rollere sahiptir (79, 80).

3.5. Propolis

Propolis, bal arilarinin gesitli bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden topladigi
Oziitleri, bal mumu ve diger bitkisel maddelerle karigtirarak olusturdugu,

yapiskan, organik bir maddedir. "An tutkali" olarak da bilinen propolis, ari
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kovaninda dolgu olarak kullanmak icin bal arilar1 tarafindan farkli bitki
tiirlerinden toplanarak {iretilen bir rec¢ineli malzemedir Adim1 eski Yunanca’dan
almakta olup, On, giris anlamina gelen “pro” ve topluluk, sehir anlamina gelen

“polis” kelimelerinden olusmaktadir (81) (Sekil 5).

Uik

Sekil 7. Propolisin Sekli (81)

Propolis, cam, mese, hus, okaliptiis, kavak, kestane vb. agaglar ve bazi
otsu bitkilerin tomurcuk, yaprak ve benzeri kisimlarindan arilar tarafindan
toplanan ve mumla karigtirilarak kovan igerisinde bir¢ok amaca yonelik olarak
kullanilan zamk gibi yapiskan, reginemsi kokulu ve rengi koyu saridan
kahverengiye kadar degisen bir maddedir (81, 82).

Bal arilarn1 propolisi, bal mumuna karigtirarak kovan  girisinin
kiiciiltilmesinde  petek  yapiminda, kovan  duvarlarindaki  catlaklarin
kapatilmasinda, dis ortamdan izole edilmesinde, dezenfeksiyonunda ve kovanin
icine giren zararli maddeler, mikroorganizmalar ve bdceklerin mumyalanarak
etkisiz hale getirilmesi islemlerinde kullanirlar. Buna bagli olarak propolis
bakteri, mantar ve viriislerle miicadelede etkilidir ve kovanda enfeksiyonlara karsi

tiim ar1 populasyonu i¢in koruyucu olarak gérev yapmaktadir (16). Ayn1 zamanda
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propolisi kullanarak kovan igerisine giren biiylik olup tasinamayan canlilar1 da
mumyalayarak bir enfeksiyon olusturmasini 6nlerler (81).

Ham propolisin igerigi arilarin propolis elde etmek icin kullandiklar
bitkinin kaynagina gore degisiklik gdstermektedir. Propolis genel olarak % 50
oraninda regine ve bitkisel balzam, % 30 balmumu, % 10 kadar esansiyel ve
aromatik yag, % 5 oraninda polen ve buna ek olarak % 5 kadar da diger organik

maddelerden olusmaktadir (Tablo 6).

Tablo 6. Kavak, Kestane ve Okaliptus Propolislerinin Mum, Kiil, Etanolik

Propolis Ekstrakti (EEP) ve Toplam Fenolik Madde Miktarlari (81)

Parametreler Kavak Kestane Okaliptus
Mum (%) 30,68+0,89 40,01+0,31 30,71%0,17
Kiil (%) 2,710,32 48,95+0,24  2,45+0,43
EEP (%) 60,25+0,80  3,66+0,12 52,22+0,23

Toplam fenolik madde (mg/g 127,39+12,08 125,30+19,83 87,62+8,93

propolis)

Propolis dogal bir {iriin olarak tipta kullanmak iizere insanlarin dikkatini
binlerce yil 6nce ¢ekmis olup eski donemlerde Avrupa, Kuzey Afrika, Misir,
Yunan ve Romalilar tarafindan degisik hastaliklarin tedavi edilmesinde yaygin bir
sekilde kullanilmistir. Ozellikle Misirlilar propolisin ¢iiriimeye karsi 6nemli
koruyucu ozelliginden dolayr o6lillerin mumyalanmasinda yaygin olarak
kullanmislardir. Ancak propolis ilk olarak Yunanlilar tarafindan kesfedildigi ve

degisik  hastaliklarin  iyilestirilmesinde  antibiyotik  olarak  kullanildig:
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bildirilmektedir. Propolisin geleneksel ilag¢ olarak kullanimi M.O. 300 yillarina
kadar gittigi ve bunun antioksidan, antiinflamatuar, antibiyotik ve antifungal
aktivite gibi genis kapsamli biyolojik etkisinin oldugu bildirilmektedir. Propolis,
Avrupa’da geleneksel tipta kullanilirken, Japonya’da ise saglikli bir besin olarak
kullanmanin yaninda iltihap, kalp rahatsizliklari, diyabet ve kanser tedavisinde
kullanilabilmistir. Propolisin biyolojik ozellikleri ve igeriginin arastirilmast son
yillarda olmustur (82-84).

Propolis ¢ok degisik kimyasal maddeler icermesi ve antibakteriyel
etkisinden dolay1 kovan ic¢inde arilar tarafindan kullanimi1 disinda, ilag ve
kozmetik sanayii ile apiterapi merkezlerinde de ¢ok yonlii olarak kullanilan bir
maddedir (Tablo 7). Son yillarda tilkemizde ar1 siitii ve ar1 zehiri liretimine doniik
baz1 ¢alismalar yapilirken, propolis {iretimi heniiz ¢ok yeni bir konudur.
Ulkemizde propolis iiretim teknikleri, muhafazas1 ve islenmesi ile kullanim bigimi

hakkinda yapilmis ¢alismalar ¢ok azdir (82-84).

Tablo 7. Propolisin Yapisindaki Maddeler ve Miktarlari (85)

Kisim Oran (%)
Balzam ve regine 50-70
Bitkisel mumlar 30-50
Esansiyel yaglar 10

Polen 5

Organik bilesikler ve mineraller 3)
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3.5.1. Propolisin Kaynaklari

- Pinus spp. (Cam)'nin regineleri

- Petula spp. (Hus)

- Populus spp. (Kavak)

- Aesculus hippocastanum (At kestanesi)

- Salix spp. (Sogiit)

- Alnus spp. (Kizilagac)

- Abies spp. (Goknar)

- Prunus spp. (Erik)

- Ulmus spp. (Karaagag) vs (85).

Saf propolisi nitelendirmek igin toplam fenolik maddeler, flavonoidler,
mumlar, kiil ve ucucu maddeler gibi parametreler calisilmistir. Ince tabaka
kromatografi metodu (TLC) metodunun kullanilmasiyla, farkli cografik kaynakli
saf propolis Orneklerindeki farkliliklar ve propolisteki bilesiklerin farkliliklar
tespit edilebilir. En ¢ok bulunan bilesikler benzoik asit ve benzaldehit tiirevleri,

flavonlar, flavonollar ve flavanonlar olmustur (85) (Tablo 8).
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Tablo 8. Propoliste Belirlenen Bilesik Gruplari ve Sayilari (84)

Bilesikler Tamimlanan Bilesik Sayis1 (adet)
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit Tiirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile Tiirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Tiirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar 22

Baz1 elementlerin igerikleri bitki kaynaklar1 ve diger faktorlerin
farkliliklarindan dolayr degisiklik gostermistir. Yapilan bir ¢alismada, etanol
ekstraktlarinda makro ve mikro elementlerin igerikleri {izerine ekstraksiyon
stiresinin etkisi analiz edilmistir. Propoliste Mn, Cu, kobalt (Co), ), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), nikel (Ni) ve krom mikro elementler, Ca, Mg, K, Na, Fe ve ¢inko
(Zn) makro elementler olarak bildirilmistir. Propolis ekstraktlarinda incelenen
elementlerin miktar1 propoliste kendi iceriklerinin % 30’u altinda olmustur. Na,
Mn, Zn ve Cd’un en 1yl ekstraksiyonlar1 sulu propolis ekstraktlarinda
(propolisteki igerikleri sirasiyla % 26,1, % 20,8, % 6,2 ve % 25) olurken, Cu, Na,
K, Co, Pb, Cr ve Ni’in en fazla miktar1 % 96 veya % 70’lik etanol ile hazirlanan

propolis ekstraktalarinda elde edilmistir (86, 87).
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B1, B2, B6, A, C, E, niasin, pantotenik asit gibi vitaminlerinde propolisin
yapisinda bulunabildigi gosterilmistir. Propolis igerisinde triptofan, tirozin,
treonin, alanin, fenilalanin, 16sin, sistin, metiyonin, valin, serin, histidin, arginin,
sistein, prolin, aspartik asit, glutamik ve lizin gibi amino asitlerden olusmus olan
azot % 0,7 oraninda bulunur. Adenozin trifosfataz, suksinat dehidrogenaz, glukoz-
6-fosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler de yapisinda yer almaktadir. Farkli
bolgelerden toplanip elde edilen Tiirk propolisinin baslica fenolik bilesenlerinin
ise galangin, kuersetin ve kafeik asit oldugu da ¢esitli calismalarla rapor edilmistir
(88).

Tiirk propolisinin kimyasal kompozisyonunu belirlemek amaciyla yapilan
bir caligmada Tirkiye’'nin farkli bélgelerinden (Bursa, Erzurum-Askale,
Giimiishane-Sogutagil ve Trabzon-Caglayan) toplanan propolis 6rneklerinin
benzer kimyasal yapiya sahip olduklari belirlenmistir. Her iki 6rnekte de aromatik
asitler, alifatik asitler ve esterleri ve keton tiirevleri temel bilesik gruplari
olmustur. Erzurum yoresinden toplanan tek oOrnek, kimyasal kompozisyon
bakimindan diger iki ornekten daha cok farklilik gostermistir. Bu propolisteki
baslica bilesiklerin aromatik asit esterleri ve alkoller olmasinin yani sira,
digerleriyle karsilastirildiginda fazla miktarda amino asit icerdigi de tespit
edilmistir. Bursa’nin farkli 3 yoresinden toplanan ornekler de flavonlar, aromatik
asitler ve esterleri ile terpenoidler, flavonlar ve ketonlarca zengin oldugu

bulunmustur (88).

3.5.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri
Propolisin kokusu, rengi, yapisit ve kompozisyonu biiyiik 6l¢iide kovanin

etrafinda bulunan botanik kaynaklara, cografi konuma ve iklim kosullarma bagl
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olarak degismektedir. Yiiksek sicakliklarda, yumusak, esnek ve ¢ok yapiskan olup
sogutuldugunda sert ve kirilgan hale gelir. Tipik propolis 70 °C’de sividir ancak
baz1 6rnekler igin erime noktast 100 °C kadar yiiksek olabilir. Sicakligin 15-20 °C
arasinda olmasi durumunda ise mum gibi elastik bir ozellik gostermektedir.
Propolisler genelde suda az oranda erirken, % 95’lik alkolde biiyilik oranda erime
ozelligi gostermektedir. Propolisin eter, klorofor, aseton ve diger bir takim

organik ¢oziiciilerle kismen eridigi bildirilmektedir (89).

3.5.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri
Propolisin rengi sar1 yesilimsiden koyu kirmizi veya kahverengiye degisir.
Propolis kovanda arilar tarafindan ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir, rengi ve

fiziksel ozellikleri kaynagina gore degismektedir.

Propolisin kimyasal bilesimi, toplandig: bitkilerin tiir, toplandig1 mevsim
ve cesitlerine gore farklik gosterebilir. Propolisin bilesenleri, bal arilar1 tarafindan
cesitli agaclarin dogrudan guddelerindeki sizan reginelerden toplanir. Ham
propolisin igerigi arilarin propolis elde etmek i¢in kullandiklar: bitkinin kaynagina
gore degisiklik gostermektedir. Propolis genel olarak % 50 oraninda regine ile
bitkisel balzam, % 30 civarinda balmumu, % 10 kadar esansiyel ve aromatik yag,
% 5 oraninda polen ve buna ek olarak % 5 kadarda diger organik maddelerden
meydana gelmektedir. Propolisin 300 den fazla igerigi vardir bunlar; fenolik
aldehitler, polifenoller, sequiterpen kininler, kumarinler, steroitler, amino asitler
ve inorganik bilesiklerdir. Buna ek olarak yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin,
rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirsetin,
kuarsetin olarak isimlendirilen flavonoidler ile birlikte kafeik asit ve sinamik asit

gibi fenolik asitler de bulunmaktadir. Propolisin Ca, Mg, K, Na, Fe, Cu, Zn ve
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Mn gibi degisik mineral maddeleri igerisinde bulundurdugu ifade edilmektedir.
Propolisin yapisinda ayrica glukoz, fruktoz ve sukroz gibi sekerlerin bulundugu
bildirilmektedir. Propolisin B1, B2, C ve E gibi vitaminleri 6nemli diizeyde ihtiva

ettigi belirtilmektedir.

Lipidler propoliste yaklasik % 60,2 oraninda bulunmakta olup bu miktarin
% 49,09’unu yag asitleri, % 50,91’ini ise steroller, hidrokarbonlar ve uzun zincirli
alkoller gibi sabunlagmayan maddeler meydana getirmektedir. Bunun yaninda
palmitik asit ve stearik asit bulunan doymus yag asitlerine 6rnek verilebilir.
Doymamis yag asitlerinden ise nervolik, eicosapentaenoic, arasidonik, oleik,

linoleik ve linolenik gibi asitlerin propolisten izole dildigi bildirilmektedir.

Propolisin kimyasal bilesimi ¢ok kompleks olup toplanildigi alandaki
floraya baglidir. Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’y1 igeren sicak bolgede, farkli
kavak tomurcuklarin tomurcuk salgilart propolisin ana kaynagidir. Tropikal
bolgelerden toplanan propolisin karasal iklime sahip bolgelerden toplanan
propolisten farkli kimyasal yap1 gostermesinin nedeni, vejetasyon farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Propolisin arilar tarafindan toplanma sezonunda, ayni
bolgeden toplanmasina ragmen sezonlar arasinda bile toplanan propolisin
kimyasal yapisinda farkliliklarin olabildigi ifade edilmektedir. Bunun yaninda,
diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinde tespit edilen flavon
ve flavonoidler; pinosembrin, pinobanksin, organik ve yag asitleri, kafeik asit, 9-
hekzadekanoik asit, sinnamik asit, ferulik asit, terpenler, lignanlar, ketonlar ve

hidrokarbonlu bilesikler bulunmaktadir (88, 90).
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3.5.4. Propolisteki Baz1 Bilesiklerin Bilinen Farmakolojik Aktiviteleri

e Flavonoidler; Antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikler, ates diisiiriict,
kilcal damarlarin gegirgenligini azaltir.

e Apigenin; Gastrik iilserin iyilestirilmesi

e Acacetin; Ates diisiiriicii

o Kaempferide; Spazmolitik mikroorganizmalarin asit direncine karsi
etki

e Ermanin; Antimikotik

e Galangin; Bakteriostatik aktivite

e Pinobanksin; Antimikrobiyal etki

e Pinostrobin; Lokal anaestetik

e Dihydroxy flavanoids; kilcal damarlarin giiglendirilmesi (83, 90, 91).

3.5.5. Propolisin Tibbi Amag¢larla Kullanimi

Propolisin antioksidan, antifungal ve antimikrobiyal etkileri gida
teknolojisinde kullanim alani saglamaktadir. Yapilan bir ¢alismada yag ilave
edilmis et iriinlerinin 8 haftalik muhafaza periyodu esnasinda % 0,02 ve %
0,4’lik EEP ve % 0,28 potasyum sorbat uygulanmis ve % 0,4 EEP ile muamele
edilen et iriinlerinin muhafaza siiresinin, % 0,28 potasyum sorbat ile muamele
edilenlerden daha uzun oldugu tespit edilerek propolisin et iiriinlerinde koruyucu
bir madde olarak kullanilabilecegi onerilmistir. Ayrica propolisin donmus baligin
muhafazasinda depo Omriinti 2-3 kat artirdigi, 1zgaralik pili¢lerin yemlerine belli
bir miktar propolis eklenmesi durumunda ise piliglerin kilo artisginin % 20
oraninda artig gosterdigi belirtilmistir. Geleneksel hekimlikte yaygin kullanim

alant olan propolis, modern hekimlikte biiyiikk ¢ogunlukla sentetik ilaclarin
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kullanilmasiyla 6nemini yitirmistir. Ancak, son 20 yil igerisinde sentetik ilaclarin
yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara kars1 direngli

hale gelmesi sonucu dogal ilaglarin kullanimina kars1 egilim artmustir (88, 91).

3.5.6. Propolisin Tedavi Edici Ozellikleri

Propolisin genis Ol¢lide tedavi edici Ozellikleri vardir. Propolis,
antibakteriyel, antiviral, antifungal, antioksidan, antiinflamatuar, vyara
tyilestirmede, doku yenilemede ve anestezik 6zelligi ile birlikte bircok biyolojik
aktivitenin ger¢eklesmesinde etkili oldugu bildirilmektedir. Klinik caligsmalar
propolisin bronsit ve benzeri rahatsizliklarin, influenza ve herpes, deri mantarlari,
dis ve dis eti rahatsizliklarinda, yanik, iilser ve apselerde, kulak enfeksiyonlarinda,

kolitde, vajinal ve servikal rahatsizliklarda etkili oldugunu géstermistir (88, 92).

Propolisin Tedavi Edici Ozelliklerini Soyle Siralayabiliriz:

3.5.6.1. Antimikrobiyal Etkileri:

Yapilan bir¢ok arastirma da dogal antibiyotik olarak bilinen propolisin
yiiksek antimikrobiyal oldugunu gostermistir. Propolisin 9 tiir mantar {izerinde, 21
tiir bakteri lizerinde, Giardia'nin da dahil oldugu 3 protozoa tiirii iizerinde ve
Herpes ve Influenza'nin da dahil oldugu genis yelpazeli viriisler iizerinde inhibitor
etkisi bildirilmistir. Propolisin antimikrobiyal aktivitesinden flavanoidler,
aromatik asitler ve esterlerin oOzellikle kafeik asit ve kafeatlarin oldugu

belirtilmektedir (87, 88, 93). (Tablo 9).
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Tablo 9. Propolis ve Ekstresinin Mikroorganizmalara Etkisi (85)

Bakteri Aciklama
Bacillus larvae Yok edici
Bacillus subtillis Yok edici
Helicobacter pylori Engelleyici
Staphylococcus sp. Engelleyici
Staphylococcus aureus Bilesik etki
Streptococcus sp. Yok edici

3.5.6.2. Antioksidant Etkileri

Propolisin antioksidan 6zelligi, serbest radikalleri tutmak ya da daha zayif
yeni bir molekiile doniistiirmek sureti ile serbest radikalle etkilesime girip oksidan
maddelerin aktivitelerini azaltir. Boylelikle serbest radikaller etkilerini kendilerine
baglamak sureti ile reaksiyonun zincirini kirmak ya da onarim yapmak sureti ile
gostermektedirler. Propoliste bulunan flavonoidler propolisin en &nemli
bilesenlerinden birisidir. Propoliste bulunan temel bilesiklerden birisi olan
flavonoidler ve diger bilesenlerin serbest radikallerin zararli etkisini azaltan
onemli bilesikler oldugu bildirilmektedir. Propolisin yapisinda bulunan ve
antioksidan olarak kullanilan flavanoidlerin lipid peroksidasyonunu onledigi
bildirilmektedir. Flavanoidler, iz elementler veya radikaller ile selat yaparak
antioksidan 6zellik gostermektedirler. Bazi flavonoidler doymamais yag asitlerinin
LOOleri ile reaksiyona girip temizleyici gorevi goriip lipid peroksidasyonunun
baslangi¢ asamasina etki edebilmektedir. Flavonoidlerin antioksidan etkileri
peroksit iyonlari, H2O>, lipid peroksit ve O2~ radikallerini bulunduklari ortamdan
uzaklastirma gibi bir aktivitesine baglanmaktadir. Bu aktivitenin yaninda
flavonoidlerin lipooksijenaz ve siklo oksijenaz enzimlerini inhibe etmek sureti ile

antioksidan etki gosterdikleri bildirilmektedir. Flavonoidler, salkonlar ve yapisal
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olarak baglantili bilesiklerin imidazol kinolin ve diger heterosiklik mutajenlerin
lizerinde antimutajenik aktiviteye sahip oldugu da gosterilmektedir. Kafeik asit
esterleri (CAPE)’nin ve dihidroksi sinnamil gibi iki lipofilik derivasyonunun
umol konsantrasyonda 5-lipooksijenaz enzimini inhibe ettigi ve CAPE’in ayrica
insan nétrofillerin deksantin/ksantinoksidaz sisteminde reaktif oksijen iiretimini
bloke etmek sureti ile antioksidan bir etki olusturdugu gosterilmistir. Antioksidan
etki ile bu bilesiklerin H20O> iiretimini 6nleyerek muhtemelen katarakt gelisimine
kars1 da etkili olabilecegi lizerinde durulmustur (88, 94, 95).

Propoliste 300 den fazla bilesenler bulunmaktadir. Bundan dolay1
giinlimiizde propolisin oksidatif stresle olan iliskisinden Onemini daha da
artirmaktadir. Propolisin bugiin gida olarak genis 6lclide kullanilmasi ile kanser,
diabet, kalp hastaliklar1 ve yangi gibi hastaliklara engel olmakta ve sagligin
gelismesine onemli katkis1 bulunmaktadir. Propolis i¢inde bulunan bu bilesenlerin
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikanser dahil ¢ogu biyolojik ve
farmakolojik aktiviteler i¢cin kullanilmaktadir. Laboratuar sartlarinda propolisin
ethanolik ekstraktlar1 ve sulu ekstraktinin yiiksek antioksidatif 6zelligi oldugu
kanitlanmis ancak ethanol preperatin sulu ekstrakttan daha az aktif oldugu
bildirilmistir.

Propolisin antioksidan etkisinde 6zellikle propolisin ana bilesenlerinden
birisi olan CAPE'inin énemli rolii oldugu bildirilmistir. CAPE ROT nin {iretimini
bloklamaktadir.  Propolis ile yapilan ¢alismalarda  propolisin  lipid
peroksidasyonunu diisiirdiigii ve serbest radikal olusumunu azalttig bildirilmistir.
Propolisin en onemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu

DNA hasarlarin1 tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipid peroksidasyonuna
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neden olan polimerize zincir reaksiyonlarii kirici ozelligi ile reaktif oksijen
radikallerini dokulardan uzaklastirici etki gdstermesinden kaynaklanmaktadir.
Propolisin antioksidan etkisi alkoksi radikaller ve daha az olarak da O2" karsi
serbest radikal temizleme etkilerinin sonucudur.. Ar tutkalinin sulu ve ethanolik
ekstrakt1 propolisin antioksidatif 6zelligi geleneksel tiptaki antiinflamatuar ilaglar
olarak kullamilmistir. Basit biyokimyasal testler bu ekstraktlarin Onemli

bilesiklerin temel aktivitesini standardize etmek igin baslatilmistir (95).

3.5.6.3. Antikanser Etkileri

Propolisin etanol ekstraktinin karaciger ve mesanedeki kanserli hiicreleri
dontisiime ugrattigi ve gelismelerini onledigi bulunmustur. Bu hiicre oldiiriicii
etkiyi saglayan maddeler, propolisten izole edilen quercetin, kafeik asit ve
clerodane diterpenoiddir. Clerodane diterpenoid, tiimor hiicrelerine karsi segici
oldiiriicti etki gosterir. Ayrica gogiis, cilt, kolon ve bobrek kanseri hiicreleri gibi
insan ve hayvan tiimor hiicre kiiltiirleri iizerinde oldiiriicii etkisi oldugu tespit
edilmistir. Bu etkileri olusturan bilesenin CAPE oldugu belirlenmistir. Bu etki,
kanserli hiicrelerin gelisimini saglayan genler iizerindeki secici toksik etki ile
gerceklesmektedir. Propolisden izole edilen Artepillin C, insan girtlak kanseri
hiicreleri, insan mide kanseri hiicreleri ve fare kolon kanseri hiicreleri {izerinde

hiicre 6ldirtici etki gostermistir (88, 91, 96, 97).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarinin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada 3 aylik toplam 34 adet Wistar-Albino 1irki erkek rat
kullanilmistir. Arastirmaya baslamadan once Firat Universitesi hayvan deneyleri
yerel etik kurul izni (Protokol No: 2014/10) alinmistir. Biitiin deney hayvanlari
Firat Universitesi Deney Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Deneysel
uygulamalar, laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlara (12 saat
aydmnlik: 12 saat karanlik ve 24+3 °C) uygun olarak yiriitilmiistir. Deneysel
uygulamalar siiresince ratlara standart ticari rat yemi (pellet yem) ve musluk suyu

ad libitum saglanmustir.

Tablo 10. Rat Yeminin Bilesimi ve Kalori Degeri

Maddenin adi Birim Deger
Kuru madde % 93,63
Ham protein % 34,15
Ham yag % 3,00
Metabolik enerji Kcal/kg 2095
Ca % 3,36
Na % 1,09
Mg % 0,50
Zn mg/kg 286,80
Fe mg/kg 920,00
Cu mg/kg 29,33

Balik unu, misir, bugday, aycicegi kiispesi, ¢cavdar ve
Ham maddeler _
mineral maddeler
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4.2. Kullanilan Geregler
Cihazlar:

e Homojenizator

e Sogutmali santrifiij
e Derin dondurucu
e Spektrofotometre
e pH metre

e Su banyosu

e Distile su cihaz1
e Hassas terazi

e Vorteks

e Magnetik karistiric

4.3. Kimyasal Maddeler
Arastirmamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup

Sigma ve Merck firmalarindan satin alinmustir.

4.4. Yontemlerin Uygulanmasi

4.4.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Hayvanlar 4 gruba ayrilmstir:

1. Grup: Kontrol grubu (ratlara tedavi verilmemistir) (n:7)

2. Grup: Propolis uygulanan grup (200 mg/kg/giin oral, 7 giin) (n:7)

3. Grup: CYP uygulanan grup (150 mg/kg/i.p. tek doz) (n:10)
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4. Grup: CYP (150 mg/kg/i.p. tek doz) + Propolis (200 mg/kg/giin oral, 7

giin) uygulanan grup (n:10)

4.4.2. CYP ve Propolis Uygulamasi

CYP serum fizyolojik (% 0,9’luk NaCl)’te, propolis % 70’lik etanolde
¢ozlilmistir. CYP 150 mg/kg tek doz i.pi olarak uygulanmstir. Propolis 200
mg/kg/giin dozunda uygulanmistir. Propolis uygulamasina oral olarak CYP

tedavisinden 2 giin 6nce baslanmis ve 7 giin siire ile devam edilmistir.

4.5. Orneklerin Toplanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Uygulamalarin sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve bobrek doku
ornekleri alinmistir. Kan ile bobrek doku oOrnekleri biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Kan o6rnekleri antikoagiilan (EDTA)
igeren tliplerde toplanmis ve plazmalarini ayirmak i¢in +4 °C’de 3.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Plazma 6rneklerinde Na, K, Ca, Cl, Mg, P, iire, tirik
asit, kreatinin diizey tayinleri otoanalizorde (Cobas 8000 modular analyzer series:

Roche) yapilmstir.

4.6. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
4.6.1. MDA Tayini icin Hazirlanmasi
MDA diizey tayini i¢in alinan EDTA’l1 kan Ornekleri santrifiij edilerek

plazmalar1 alinmig ve plazmada MDA diizeyleri 6lgtilmiistiir.
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4.6.2. GSH Tayini icin Hazirlanmasi
Tam kanin 1:10 oraninda distile su ile sulandirilmasi ile elde edilen

hemolizatlarda GSH diizey tayini yapilmstir.

4.6.3. CAT Tayini i¢cin Hazirlanmasi

Plazmasi ayrilan EDTA’ll kan ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez
yikandiktan sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak Hb tayini
yapilmistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan 6rnekleri 1:100 oraninda 50 mM
fosfat tamponu (KH2PO4/NaaHPO., pH:7.0) ile tekrar sulandirilmis ve

hazirlanmis bu hemolizatlarda CAT aktivite tayini yapilmigtir.

4.7. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

4.7.1. MDA, GSH, CAT ve GST Tayini icin Doku Orneklerinin
Hazirlanmasi

Bobrek doku ornekleri serum fizyolojik ile yikanarak iki stizge¢ kagidi
arasinda suyu alinmigtir. Analizler 6ncesinde bobrek dokulart tartilarak distile su
ile 1:10 oraninda (agirhik/hacim) sulandirihip, kirilmis buz igerisinde
homojenizatérde homojenize edilmistir. Homojenatlar sogutmali santrifiijde,
3.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlarda

MDA, GSH, CAT, GST ve protein tayinleri yapilmistir.

47



4.8. Kullanilan Yoéntemler

4.8.1. Plazma ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini

Prensip: MDA tayini Placer ve ark. (97) tarafindan modifiye edilen
yonteme gore yapilmistir. Bu yontem lipid peroksidasyonunun aldehit
tirlinlerinden biri olan MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonu temeline
dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta
ve bu ¢6zeltinin absorbansi 532 nm’de spektrofotometrik olarak Olgtilerek lipid
peroksidasyonun derecesi saptanmustir.

Metodun Ayiraclar

1- TBA: 0,67 g TBA 80 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiliir ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlanir.

2- % 10 Triklorasetik Asit (TCA): 10 g TCA distile suda ¢6ziilerek 100
ml’ye tamamlanir. Ayirag koyu renkli sisede oda sicakliginda saklanir.

3- Standart: Tetraetoxipropan

4- Renk Ayiraci: 3 kisim TCA soliisyonu ve 1 kisim TBA soliisyonu
reaktif siseye konularak 1 dakika magnetik karistiricida karistirilir. Ayirag giinliik
hazirlanir.

Deneyin Yapihsi

Tablo 11. Plazma ve Doku MDA Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0,25
Standart - 0,25 -
Serum Fizyolojik 0,25 - -
Renk Ayraci 2,25 2,25 2,25
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Tipler karigtirildiktan sonra 100 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Musluk
suyu altinda sogutma isleminden sonra tiipler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek iist faz absorbansi 532 nm’de okunmustur.

MDA Diizeyinin Hesaplanmasi:

MDA = Ornegin OD / Standartin OD x Standartin Konsantrasyonu

MDA diizeyleri; plazmada nmol/ml, dokuda nmol/g doku olarak

verilmistir.

4.8.2. Eritrosit ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini

Prensip: GSH diizeyi Elman (98) yontemine goére tayin edilmistir. Bu
metod 5,5’ dithiobis-2-nitrobenzoik asit eklendiginde siilfidril gruplarinin oldukg¢a
stabil sar1 renk olusturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir yontemdir.

Metodun Ayiraglari:

1- Coktiiriicii Soliisyon: 1,67 g glasiyel metafosforik asit, 0,2 g disodyum
EDTA ve 30 g NaCl saf suda ¢oziiniir, 100 ml’ye tamamlanir.

2- 0.3 M NazHPOg+ Soliisyonu: 42,58 g Na,HPO4 distile suda ¢oziiniir, 1
L’ye tamamlanir. +4 °C’de saklanir.

3- Elman Ayiraci: 20 mg 5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) %
I’lik Na-sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanir.

4- GSH Standarti: 2 mg/dl GSH soliisyonu hazirlanir.

Deneyin Yapihsi:

Deney esnasinda 1 ml distile su (kor) ve 1 ml 6rnekler tizerine 1,5 ml
coktiirticii soliisyondan konulup, vortekslenmis ve 3.000 rpm’de 30 dakika

santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant deney ortaminda kullanilmistir.
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Tablo 12. Eritrosit ve Doku GSH Diizey Ol¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Siiziintii 0,25 0,25 0,25
NazHPO4 1 1 1
Elman Ayiraci 0,125 0,125 0,125

Tipler karistirildiktan sonra 412 nm’de kore karsi absorbanslar
okunmustur.

GSH Diizeyinin Hesaplanmasi:

GSH (umol/ml)= Ornegin OD / Standartn OD x Standartin
Konsantirasyonu x Dillisyon

GSH diizeyleri; kanda ve dokuda pmol/ml olarak verilmistir.

4.8.3. Eritrosit ve Dokuda CAT Aktivitesinin Tayini

Prensip: Eritrosit ve doku CAT aktivitesi Aebi (99) metodu ile
Ol¢iilmiistiir. CAT H202’in yikimini katalize eder. H202’in CAT tarafindan yikim
hizi, H202’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak

spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Metodun Ayiraglari

1- 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0): 6,81 g KH2POs 1 L’ye
tamamlanir. 8,9 g Na2HPO4 (2 H20) 1 L’ye tamamlanir, pH: 7.0’ye ayarlanir.

2- 30 mM H20:2 Cozeltisi: 0,34 ml % 30’luk H>O; fosfat tamponu ile 100

ml’ye tamamlanir.
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Deneyin Yapihsi

Tablo 13. Eritrosit ve Doku CAT Aktivite Ol¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1 -
H20:2 - 1
Ornek 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 6rnegin 0. (OD1) ve 30.
(OD2) saniyedeki absorbans farki oOlgiilmek suretiyle CAT aktivitesi
hesaplanmustir.

CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi:

k = (2.3/30) x (log OD1 / OD2) x Diliisyon

CAT’mn spesifik aktivitesi; kanda k/g Hb, dokuda k/mg protein olarak

verilmistir.

4.8.4. Dokuda GST Aktivitesinin Tayini

Prensip: GST’lar GSSG ile elektrofilik maddelerin konjugasyonunu
katalizleyen bir grup enzimdir. Enzim aktivitesi 340 nm‘de 37 °C’de GSH ve 1-
klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak dakikada olusan S-2,4 dinitrofenil
glutatyonun 1 pmol’unu katalizleyen enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir.
GSH ile CDNB bilesiginin konjugasyonu sonucu olusan iriin 1-(S-glutatyonil)-
2,4 dinitrobenzen spektrofotometrik olarak 340 nm’de Olgiiliir (100). Bir {inite
enzim, 25 °C’de bir dakikada 1 pumol substrati (CDNB), 1-(S-glutatyonil)- 2,4

dinitrobenzene ¢eviren enzim aktivitesidir.
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Metodun Ayiraglari

1- 0,1 M Tris Tamponu (pH 7.4): 6,05 g Tris tartilir ve distile suda

coziilir. pH 7.4’e¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim 500 ml’ye

tamamlanir.

2- 1 mM CDNB: 2 mg CDNB tartilir ve 10 ml etanolde ¢oziiliir.

3- 5mM GSH: 15 mg GSH tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

Deneyin Yapihsi:

Tablo 14. Doku GST Aktivite Ol¢iimii

Kor (ul) Ornek (pl)
CDNB 100 100
GSH 100 100
Tris Tamponu 2,2 2,2
Ornek - 100
Distile Su 100 -

Tiipler karigtirilarak 25 °C’de 340 nm dalga boyunda 0. (OD1) ve 2. (OD2)

dakikadaki absorbanslar okunmustur.

GST Aktivitesinin Hesaba:

GST Aktivitesi (umol/dakika/ml) = AOD / t x V toplam / 0,0096 x V

ornek

AOD = Optik dansite degisimi

9,6 = 1 umol CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

V toplam = Toplam hacim
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V 6rnek = Ornek hacmi

GST’n spesifik aktivitesi; dokuda U/mg protein olarak hesaplanmstir.

4.8.5. Hb Diizey Tayini
Prensip: Hb tayini siyanomethemoglobin yontemi ile yapilmistir (101).

+25

Ferrisiyaniir hemoglobindeki Fe™’yi oksitleyerek +2 degerden +3 degerli Fe’e
cevirir, methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyanid ile
stabil ~ bir  pigment olan  siyanomethemoglobin  meydana  gelir.
Siyanomethemoglobinin absorbansi 546 nm’de okunur.

Metodun Ayiraclari

1- Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg KsFe(CN)s ve 1 g NaHCOs3
tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziiliir ve L’ye tamamlanir. Koyu renkli sisede 1
y1l dayanur.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standardi 100 ml distile suda ¢6ziiliir.

Bu standart 18 g/dl Hb igerir.

Deneyin Yapilis::

Tablo 15. Hb Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drabkin Cozeltisi 5 5 5
Hb Standard: - 0,02 -
Hemolizat - - 0,02

Tiipler iyice karistirtlmigtir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletilmistir. 546

nm’de kore kars1 diger tliplerin absorbanslari okunmustur.
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Hb Diizeyinin Hesaplanmasi:

Hb (g/dl)= (Ornegin OD / Standartin OD) x 18

4.8.6. Dokuda Protein Tayini

Prensip: Homojenatlardaki protein miktar1 modifiye Lowry (102)
yontemine gore Olciilmiustiir. Alkali bakir tartarat ayiract peptid baglari ile
kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom Cu baglar. Fenol ayiraci,
Cu ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu
renk siddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile olusan
renk arasinda yiiksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler

sulandirilarak Sl¢timler yapilmistir.

Metodun Ayraglar:

1- Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,COs, 0,1 g potasyum tartarat ve 0,05 g
bakir siilfat, 0,5 N NaOH i¢inde ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti oda
1s1sinda 30 giin dayaniklidir.

2- Fenol Ayiraci: 2 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3,75 ml alinur,
distile su ile 67,5 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltideki 6rnek sayisina gore ¢alima
aninda giinliik olarak hazirlanir.

3- Protein Standarti: 50 pg/ml Sigir Serum Albumin (BSA)
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Deneyin Yapihsi :

Tablo 16. Protein Diizey Ol¢iimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Alkali Bakir Ayiraci 1 1 1
Ornek - - 1
Distile Su 1 - -
Standart - 1 -

Tiipler iyice karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilir

Fenol Ayiraci 4 4 4

Tiipler hemen vorteksde iyice karistinlmis ve 5 dakika 55 °C’de
bekletilmistir. inkubasyon sonrast musluk suyu altinda hemen sogutulmustur.
Daha sonra 650 nm’de standart ve Ornek tiiplerinin absorbansi kor tiipiine karsi

okunmustur.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi:
Protein (pg/ml)= (Ornegin OD / Standartin OD) x Standartin

Konsantrasyonu x Diliisyon

4.8.7. Plazma Na, K, Ca, Cl, Mg, P, Ure, Urik Asit, Kreatinin Diizey
Tayini
Plazma orneklerinde Na, K, Ca, Cl, Mg, P, iire, iirik asit, kreatinin diizey

tayini otoanalizorde (Cobas 8000 modular analyzer series: Roche) yapilmistir.

4.9. istatistiksel Degerlendirme
Istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS Statistics 21 paket programi

kullanilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi
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(One-Way ANOVA) kullanilarak hesaplanmistir. Post-hoc olarak Duncan
testinden faydalanilarak, tiim degerler ortalamatortalamanin standart hatasi

(ortalama+SEM) seklinde hesaplanmustir.
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5. BULGULAR

5.1. Plazma MDA Diizeyi
150 mg/kg CYP, 200 mg/kg/giin propolis uygulanan deney gruplarinin
plazma MDA diizeyleri, kan GSH diizeyleri ve CAT aktivitelerinin ortalama

degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. CYP ve Propolis Uygulanan Ratlarda Kan MDA, GSH Diizeyleri ve

CAT Aktiviteleri

Parametreler Kontrol Propolis CYP CYP+Propolis

MDA(nmol/ml) ~ 7,57+£0,37°  8,50+0,67°  9,91+0,27°  8,45+0,42°
GSH (umol/ml)  34,99+0,52%  3325+1,37% 26,75£0,89° 33,98+1,552
CAT (k/g Hb) 50,04+1,09° 49,07+0,84% 45,03+0,51° 48,53+1,28%
P p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

ab: Ayni satirda farkl harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir.

57



Plazma MDA diizeyleri; kontrol grubunda 7,57+0,37 nmol/ml, propolis
uygulanan grupta 8,50+0,67 nmol/ml, CYP uygulanan grupta 9,91+0,27 nmol/ml,
CYP+propolis uygulanan grupta ise 8,45+0,42 nmol/ml bulunmustur (Tablo 17).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
MDA diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir artis saptanmustir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplart kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda plazma MDA diizeylerinde istatistiksel olarak onemli bir fark
bulunmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda plazma MDA diizeyleri istatistiksel agidan azalig
gostermistir (p<0.05) (Sekil 8).

12 4

[Ey
(o] o
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MDA Diizeyi (nmol/ml)
(o)}

Kontrol Propolis CypP CYP+Propolis

Sekil 8. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma MDA

Diizeyleri
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5.2. Eritrosit GSH Diizeyi

Kan GSH diizeyleri; kontrol grubunda 34,99+0,52 pmol/ml, propolis
uygulanan grupta 33,25+1,37 umol/ml, CYP uygulanan grupta 26,75+0,89
umol/ml, CYP+propolis uygulanan grupta 33,98+1,55 pumol/ml bulunmustur
(Tablo 17).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan
GSH diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir azalis saptanmustir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kan GSH diizeylerinde istatistiksel olarak onemli bir fark
bulunmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda kan GSH diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir

artig saptanmistir (p<0.05) (Sekil 9).
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Sekil 9. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Eritrosit GSH

Diizeyleri

59



5.3. Eritrosit CAT Aktivitesi

Kan CAT aktiviteleri; kontrol grubunda 50,04+1,09 k/g Hb, propolis
uygulanan grupta 49,07+0,84 k/g Hb, CYP uygulanan grupta 45,03+0,51 k/g Hb,
CYP+propolis uygulanan grupta 48,53+1,28 k/g Hb bulunmustur (Tablo 17).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan
CAT aktivitelerinde istatistiki olarak anlamli bir azalig saptanmustir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kan CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir.
CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney grubu ile
karsilastirildiginda kan CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak onemli bir bir fark

gozlenememistir (Sekil 10).
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Sekil 10. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Eritrosit CAT
Aktiviteleri
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5.4. Eritrosit GST Aktivitesi

Rat kaninda GST aktivitesi okunamayacak diizeyde oldugundan

Olciilememistir.

5.5. Bobrek Dokusunda MDA Diizeyi

150 mg/kg CYP, 200 mg/kg/giin propolis uygulanan deney gruplarmin

bobrek dokusunda MDA, GSH diizeyleri, CAT ve GST aktivitelerinin ortalama

degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi1 Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 18. CYP ve Propolis Uygulanan Ratlarda Bobrek MDA, GSH Diizeyleri,

CAT ve GST Aktiviteleri

Parametreler Kontrol Propolis CYP CYP+Propolis
MDA 0,93+0,052 1,06+0,022 1,47+0,04° 1,130,082
(nmol/g doku)

GSH 12,47£021%  11,24+0,44*  8,75+0,45°  12,60+0,832
(nmol/ml)

CAT 104,59+4,68%  100,47+8,30% 77,19+3,71° 97,08+4,682
(k/g protein)

GST 1,31+0,08%  1,37£0,09*  2,60+0,10° 1,630,092
(U/g protein)

P p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

ab: Aymi satirda farkli harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark onemlidir.
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Bobrek dokusunda MDA diizeyleri; kontrol grubunda 0,93+0,05 nmol/g
doku, propolis uygulanan grupta 1,06+0,02 nmol/g doku, CYP uygulanan grupta
1,47+0,04 nmol/g doku, CYP+propolis uygulanan grupta 1,13+0,08 nmol/g doku
bulunmustur (Tablo 18).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
MDA diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda bobrek MDA diizeylerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark
bulunmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda bobrek MDA diizeyi istatistiksel agidan 6nemli bir

azalis gostermistir (p<0.05) (Sekil 11).
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Sekil 11. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinin Bobrek
Dokusunda MDA Diizeyleri
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5.6. Bobrek Dokusunda GSH Diizeyi

Bobrek dokusunda GSH diizeyleri; kontrol grubunda 12,47+0,21 umol/ml,
propolis uygulanan grupta 11,24+0,044 pmol/ml, CYP uygulanan grupta
8,75+0,45 umol/ml, CYP+propolis uygulanan grupta 12,60+0,83 pmol/ml
bulunmustur (Tablo 18).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
GSH diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir azalis saptanmistir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda bobrek GSH diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmamistir. CYP propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda bobrek GSH diizeyleri istatistiksel agidan énemli bir

artig gostermistir (p<0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinin Bobrek
Dokusunda GSH Diizeyleri
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5.7. Bobrek Dokusunda CAT Aktivitesi

Bobrek dokusunda CAT aktiviteleri; kontrol grubunda 104,59+4,68 k/g
protein, propolis uygulanan grupta 100,47+8,30 k/g protein, CYP uygulanan
grupta 77,19+£3,71 k/g protein, CYP+propolis uygulanan grupta ise 97,08+4,68
k/g protein olarak bulunmustur (Tablo 18).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
CAT aktivitelerinde istatistiki olarak anlamli bir diisiis saptanmustir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bobrek CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunmamistir. CYP-+propolis uygulanan grup CYP uygulanan deney grubu ile
karsilastirildiginda bobrek dokusunda CAT aktivitelerinde istatistiksel agidan

onemli artig goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13. CYP ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarimin Bobrek
Dokusunda CAT Aktivitesi
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5.8. Bobrek Dokusunda GST Aktivitesi

Bobrek dokusunda GST aktiviteleri; kontrol grubunda 1,31+0,08 U/mg
protein, propolis uygulanan grupta 1,37+0,09 U/mg protein, CYP uygulanan
grupta 2,60+0,10 U/mg protein, CYP+propolis uygulanan grupta 1,63+0,09 U/mg
protein bulunmustur (Tablo 18).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
GST aktivitelerinde istatistiki olarak anlamli bir artis saptanmustir (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bobrek GST aktivitelerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark
saptanmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda bobrek GST aktivitelerinde istatistiksel agidan azalis

gdstermistir (p<0.05) (Sekil 14).
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5.9. Plazma Orneklerinde Na, K, Ca, Cl, Mg, P, Ure, Urik Asit,

Kreatinin Diizeyleri

150 mg/kg CYP, 200 mg/kg/giin propolis uygulanan deney gruplarmin

plazma Orneklerinde Na, K, Ca, Cl, Mg, P, iire, iirik asit, kreatinin diizeylerinin

ortalama degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. Plazma Na, K, Ca, Cl, Mg, P, Ure, Urik Asit, Kreatinin Diizeyleri

Parametreler Kontrol Propolis CYP CYP+Propolis
Na (mmol/L) 159,50+2,88% 164,50+3,17% 146,50+3,25% 157,50+1,36"¢
K (mmol/L) 18,17£0,56%  20,11x1,84% 14,14£0,93° 17,28+0,90 %
Ca (mg\dl) 0,15+0,02%  0,11£0,01*  0,06+0,01°  0,12+0,012
Cl (mmol/L) 113,0£2,88%  109,0£2,30°  102,0 £2,54° 110,0 1,112
Mg (mg/dl) 0,27+0,02%  0,25+0,02®®  0,15+0,01°  0,21+0,01°

P (mg/dl) 7,99+0,18%  7,90+0,32%®  6,48+0,12°  7,36+0,09"
Ure (mg/dl) 48,50+£0,99°  48,45+0,95° 67,07+4,23°  47,04+1,86°
Urik 0,2240,03 0,230,005  0,29+0,02 0,21+0,02
(mg/dl)

Kreatinin 0,37+0,01°  0,36£0,04*  0,49+0,02° 0,330,022
(mg/dl)

P p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

ab.c; Ayni satirda farkl harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark onemlidir.
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Plazma Na diizeyleri; kontrol grubunda 159,50+2,88 mmol/L, propolis
uygulanan grupta 164,50+3,17 mmol/L, CYP uygulanan grupta 146,50+3,25
mmol/L, CYP+propolis uygulanan grupta 157,50+1,36 mmol/L saptanmistir
(Tablo 19).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
Na diizeylerinde istatistiksel ag¢idan anlamli bir azalis goriilmistiir (p<0.05).
Propolis uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma Na
diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir. CYP+propolis
uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda

plazma Na diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir artig saptanmugtir (p<0.05)

(Sekil 15).
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Plazma K diizeyleri; kontrol grubunda 18,17+0,56 mmol/L, propolis
uygulanan grupta 20,11+1,84 mmol/L, CYP uygulanan grupta 14,14+0,93
mmol/L, CYP+propolis uygulanan grupta 17,28+0,90 mmol/L bulunmustur
(Tablo 19).

150 mg/kg CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma K diizeylerinde istatistiksel agcidan anlamli bir azalig
gozlenmistir (p<0.05). Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma K diizeylerinde istatistiki olarak
anlamli bir fark saptanmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP
uygulanan deney grubu ile karsilagtirildiginda plazma K diizeylerinde istatistiksel

olarak 6nemli bir fark bulunamamistir (Sekil 16).
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Plazma Ca diizeyleri; kontrol grubunda 0,15+0,02 mg/dl propolis
uygulanan grupta 0,11+0,01 mg/dl, CYP uygulanan grupta 0,06+0,01 mg/dl,
CYP+propolis uygulanan grupta 0,12+0,01 mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

150 mg/kg CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma Ca diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir azalis
saptanmigtir (p<0.05). Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda plazma Ca diizeylerinde istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunamamistir. CYP propolis uygulanan deney grubu CYP
uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda plazma Ca diizeyi istatistiksel

acidan anlaml bir artis bulunmustur (p<0.05) (Sekil 17).
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Plazma Cl diizeyleri; kontrol grubunda 113.0+2.88 mmol/L, propolis
uygulanan grupta 109.0+2.3 mmol/L, CYP uygulanan grupta 102.0+2.54 mmol/L,
CYP+propolis uygulanan grupta 110.0£1.11 mmol/L bulunmustur (Tablo 19).

150 mg/kg CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma Cl diizeylerinde istatistiki olarak anlamli azalig
saptanmigtir (p<0.05). Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma Cl diizeylerinde istatistiki anlamda
onemli bir fark bulunmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP
uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda plazma Cl diizeyi istatistiksel

acidan anlaml bir artig géstermistir (p<0.05) (Sekil 18).
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Plazma Mg diizeyleri; kontrol grubunda 0,27+0,02 mg/dl, propolis
uygulanan grupta 0,25+0,02 mg/dl, CYP uygulanan grupta 0,15+0,01mg/dl, CYP
propolis uygulanan grupta 0,21+0,01mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
Mg diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir azalis goriilmiistiir (p<0.05).
Propolis uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma Mg
diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir fark saptanmamistir. CYP-+propolis
uygulanan deney grubu kontrol grubu ile Karsilastirildiginda plazma Mg
diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir azalis saptanirken (p<0.05), propolis
uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir fark
saptanmamisgtir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda plazma Mg diizeylerinde istatistiksel agidan anlamh

bir artig saptanmugtir (p<0.05) (Sekil 19).
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Plazma P diizeyleri; kontrol grubunda 7,99+0,18 mg/dl, propolis
uygulanan grupta 7,90+0,32 mg/dl, CYP uygulanan grupta 6,48+0,12 mg/dl,
CYP+propolis uygulanan grupta 7,36+0,09 mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
P diizeylerinde istatistiksel acidan anlamli bir azalis gorilmiistiir (p<0.05).
Propolis uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma P
diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir. CYP+propolis
uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda

plazma P diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05)

(Sekil 20).
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Plazma iire diizeyleri; kontrol grubunda 48,50+0,99 mg/dl, propolis
uygulanan grupta 48,45+0,95 mg/dl, CYP uygulanan grupta 67,07+4,23 mg/dl,
CYP+propolis uygulanan grupta 47,04+1,86 mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

150 mg/kg CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma tire diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli derecede
bir artis saptanmistir (p<0.05). Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney
gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma iire diizeylerinde istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu
CYP uygulanan deney grubu ile karsilastirildiginda plazma iire diizeylerinde

istatistiksel agidan anlamli bir azalis gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 21).
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Plazma tirik asit diizeyleri; kontrol grubunda 0,22+0,03 mg/dl, propolis
uygulanan grupta 0,23+0,01 mg/dl, CYP uygulanan grupta 0,29+0,02 mg/dl,
CYP+propolis uygulanan grupta 0,21+0,02 mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
tirik asit diizeylerinde istatistiki agidan anlamli bir fark goriillmemistir. Propolis ve
CYP+propolis uygulanan deney gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda
plazma {irik asit diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir

(Sekil 22).
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Plazma kreatinin diizeyleri; kontrol grubunda 0,37+0,01 mg/dl, propolis
uygulanan grupta 0,36+0,04 mg/dl, CYP uygulanan grupta 0,49+0,02 mg/dl,
CYP+propolis uygulanan grupta 0,33+0,02 mg/dl bulunmustur (Tablo 19).

CYP uygulanan deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
kreatinin diizeylerinde istatistiki olarak anlamli artis bulunmustur (p<0.05).
Propolis ve CYP+propolis uygulanan deney gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda plazma kreatinin diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunmamuistir. CYP+propolis uygulanan deney grubu CYP uygulanan deney
grubu ile karsilastirildiginda plazma kreatinin diizeyi istatistiksel agidan anlaml

olarak azalmistir (p<0.05) (Sekil 23).
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6. TARTISMA

Kanser, anormal viicut hiicrelerinin kontrolsiiz iiremeleri ile meydana
gelen bir doku Kkitlesi olarak tanimlanmakta olup giinlimiizde en 6nemli 6liim
nedenlerinden biridir. Kanser kemoterapisinin esasi; hastanin normal hiicrelerine
zarar vermeden tiimor hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya
mimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine
kars1 olan selektiflikleri, antibiyotiklerin bakteri hiicresine kars1 olan
selektifliklerinden daha azdir. Ciinkii malign hiicre ile normal hiicre arasinda
kalitatif bakimdan fazla fark yoktur; mevcut fark daha ¢ok kantitatif yondedir.
Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bicimde ¢ogalmakta olan kanser
hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bigimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de
yok ederler. Bu nedenle ¢ogu kanser ilacinin normal hiicre ve kan dokusu iizerine
de yan etkileri vardir (26, 27).

Son yillarda kanser tarama yoOntemlerinin gelistirilmesi ile erken tam
konabilmekte ve kemoterapi kullaniminin yayginlasmasi ile de kanser tedavisinde
sifa oran1 belirgin olarak yiiksek olabilmektedir. Kanser hastalarindaki uzun
yasam beklentisine karsin kanser ilaclarinin yapmis olduklar1 nefrotik yan etkiler
gittikce artan bir konu olmustur. Bobrek hiicrelerinin bdliinme hizi yliksek
olmamasina ragmen, yiiksek kan akimi ile karsilasmasi, mediiller interstisyumda
toksinleri konsantre etme yetenegi ve tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilara sahip
olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye oldukga duyarlidir (104).

CYP, insan ve veteriner hekimliginde neoplastik ve otoimmun
hastaliklarin tedavisinde, yine veteriner hekimlikte kimyasal kirkim igin

kullanilan ve karaciger sitokrom P-450 sistemi etkisiyle sitotoksik metabolitlere
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doniisen, azotlu hardallar grubundan alkilleyici bir ajandir. Ideal olarak, kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglar kanser hiicrelerini yok ederken, normal
dokular1 olumsuz bigimde etkilememelidir. Ancak bugiin de kullanilan CYP gibi
yiiksek doz alkilleyici (DNA’y1 etkileyen) ajanlar bu kosulu tam olarak yerine
getirmemektedir. Kanser ve malignant olmayan hastaliklarin tedavisinde etkili
oldugu kanitlanmig genis klinik kullanimli kemoterap6tik bir ilag olan CYP’nin
antitimoral etkinligi, yiiksek dozda kullanilabilmesine baglanmaktadir (14, 105,
106). Ancak yiiksek doz CYP kullanimi mesanede akut inflamasyona, bobrek
hasarina ve karaciger hasarina neden olmaktadir (105, 107).

Bu bilgiler 1s1g1inda; yaptigimiz deneysel ¢alismada CYP nedenli bobrek
doku hasarmin 6nlenmesinde propolisin muhtemel koruyucu etkisini tespit etmek
amaci ile kan ve bobrek dokularmda MDA, GSH diizeyleri ve CAT, GST
aktiviteleri ol¢iilmiistiir.

Hematopoietik sistemin CYP gibi alkilleyici ajanlarin etkilerine karsi
oldukga hassas oldugu bildirilmektedir. CYP klinikte kullanildiginda en &nemli
yan etkileri kemik iligi baskilanmasi ve 16kopeni ile daha seyrek olarak da
trombositopenidir. Deneysel olarak hayvanlara azotlu hardallarin subletal
dozlarinin uygulanmasindan 6-8 saat sonra kemik iliginde ve lenfoid dokularda
mitozun durdugu ve hiicre organellerinin pargalandigi ortaya konmustur (108).

Baz1 ¢alismalarda kanserin kendisinin de bobrek fonksiyon bozukluguna
yol actig1 bildirilmektedir. Kanserli vakalardaki bdbrek hasarindan immiin
komplekslerin sorumlu oldugu ve bunlarin glomeriillerde depolanmasinin doku
hasaria neden oldugu rapor edilmistir. Glomertiler hastaliklarin en sik eslik ettigi

kanser tiirleri akciger, gastrointestinal sistem tiimorleri, lenfoma ve losemilerdir.
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Karsinomalarda membranéz glomeriilonefrit, lenfomalarda da minimal
degisiklligin daha sik goriildiigli bildirilmistir. Kanser hastalarinda nefrotoksisite
icin risk faktorleri; bu hastalarin cogunun yasli olmasi, dncesinde renal hastalik,
hipovolemi, kombine kemoterapi almalari, tedavi sirasinda nefrotoksik ajanlarla
kombinasyon ve radyokontrast maddeye maruz kalmalaridir (27, 109).

Akut bobrek yetmezligi gelismesi antineoplastik kemoterapi alan
hastalarda sik goriilen bir olaydir (27, 109, 110). Ratlar iizerinde yapilanF
deneysel c¢alismada doksorubisinin glomeriiler hasarlanmaya neden oldugu
bildirilmistir. Tek doz sisplatin sonrasinda bile akut bobrek yetmezligi
bildirilmistir (64, 82).

CYP’e bagl nefrotoksisitede en sik tiibiiler glukoz, amino asit, protein,
fosfat, bikarbonat kaybi ile karakterize proksimal tiibiil tutulumu goriliir (111,
112). Harmon ve ark. (111) kemoterapiden sonraki 6 ile 12 aylar arasinda
sisplatine bagli glomeriilopati rapor etmislerdir. Hsu ve Tsai (112) yaptiklari
calismada tek doz 50 ve 110 mg/kg dozunda i.p. CYP uygulanan anneden dogan
farelerin glomertillerinin degisen derecelerde mesanjiyoliz, yaygin mesangial ve
segmental skleroz goriilmiistiir. Bu sonuglar CYP’in yeni dogmus farelerin gelisen
glomeruluslarda hasara yol acabilecegini ve glomeriiler mikroliflerin glomeriiler
onarim siirecinde dnemli bir rol oynadigini gostermektedir

Hematolojik ve solid kanserlere sahip 30 hastada yapilan bir ¢alismada;
her hastaya 28 giinde bir olmak iizere 4 kiir kemoterapi uygulanmis ve tedavi
bitiminde kemoterapi Oncesine goére hastalarin bobrek  fonksiyonlari
karsilastirilmistir. Bu hastalara kemoterapi 6ncesinde bobrek koruyucu olarak

sadece serum fizyolojik ile hidrasyon yapilmistir. Sonugta kemoterapi alan
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hastalarda glomeriiler bozukluklar basta olmak iizere renal disfonksiyon
gosterilmistir. Hastalarin ¢ogunun yasli olmast ve kombinasyon kemoterapisi
almalar1 nefrotosisitenin artmasina katkida bulunmus olabilir. Ancak higbirinde
kalici bobrek hasar1 goériinmemesinin nedeni kemoterapi o6ncesinde Serum
fizyolojik ile yapilan hidrasyon olarak diisiiniilebilir (16).

Tek doz CYP’in tiibiil epitel hiicrelerinde nekroza yol agarak
nefrotoksisiteye sebep oldugu bildirilmistir. Deneysel bir c¢alismada erkek
siganlara 222 mg/Kkg i.p. olarak tek doz uygulanan CYP’nin renal tiibiiler nekroza
neden oldugu rapor edilmistir. 24 saat iginde hizla mesanede hemoraji ve 6dem,
mukozal epitelin tilserasyonu, diiz kas ve kiigiik arterlerde nekroz olusmus, renal
pelvis epitel ve submukoza epiteli ve submukozada da ayni etki gézlenmistir (113,
114).

CYP’nin nefrotoksisiteye neden olduguna dair yapilan ¢aligmalarda uzun
sireli CYP kullanimimin renal tiibliler nekroza, glomeriiler degisikliklere ve
lizozomal enzim aktivitesinde anlamli 6l¢iide diisiise neden olarak renal hasara
yol agtigindan bahsedilmistir (56). 10 giinlik yiiksek doz CYP uygulamasinin
olimle bile sonuglanabilecegini gosteren galismalar bulunmaktadir (107, 112,
114).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iriinii olarak hem de
ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir.
Kemoterapi aracilikli olugan serbest radikallerinin; protein, DNA, RNA ve lipid
gibi makromolekiillerde hiicre Oliimiine kadar giden hasara neden olabildigi

belirtilmektedir (57, 60, 61).
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Yiiksek doz sitotoksik ilaglarin kullanilmas: ve kanser hastalarinin yasam
stirelerinin % 18 uzamasi ilaglarin yan etkilerini de artirmaktadir (105). Sitotoksik
bir ilag¢ olan CYP’in klinik kullanim1 oldukg¢a genis bir ilagtir ve romatoid artrit ve
kanser (lenfoma, akut ve kronik losemi ve ¢ok cesitli omurilik tiimorii)
tedavisinde etkili oldugu kanmitlanmistir. Bu ilag idrar kesesindeki akut
enflamasyonuna, bobrek ve karaciger hasarina sebep olabilir. Bu yiizden bu ilacin
teropatik kullanimi kisitlanmaktadir. CYP’nin idrar kesesi ve karaciger hasari
mekanizmas1 ayrintili olarak incelenmis olup bdbrek hasart mekanizmasi
tizerindeki ¢alismalar sinirlidir ve oksidatif stresin bobrek hasarma sebep olan
CYP’de bir rol oynadig: disiiniilmektedir (17, 114-118).

CYP karacigerde hidroksillenerek metabolitleri olan FAM ve ACR’e
doniismektedir. CYP’nin antineoplastik etkileri FAM ile iliskilidir. FAM’in
DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskilayip CYP’nin bagisiklik baskilayici
ve antitiimor etkilerine araci oldugu diisiiniilmektedir. CYP’nin toksik etkisi aktif
metaboliti olan ACR ile ilgilidir. ACR doku antioksidan savunma sistemine
miidahale ederek yiiksek oranda serbest radikal olusumuna yol agmaktadir ve
memeli hiicreleri i¢in mutajeniktir. ACR kaynakli olusan serbest radikaller;
enzim, reseptér, iyon pompalart gibi molekiillerle birleserek onlarin
fonksiyonlarini bozarlar (5, 6, 115).

SOR’lerin inflamatuvar siireg igerisinde asir1 tiretimi oksidatif strese neden
olur ve bu da hiicre ve DNA hasarlanmasi, protein denatiirasyonu ve zar
lipitlerinin peroksidasyonunu da igeren mekanizmalar yoluyla nekroza yol
acmaktadir Yapilan ¢alismada 150 mg/kg CYP uygulanan ratlarin kan ve bobrek

dokularinda oksidatif stresin baslica belirteci olan MDA diizeylerinin CYP
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kaynakli oksidatif stresi ve nefrotoksisiteyi gosterecek sekilde olduk¢a Onemli
oranda arttig1 saptanmustir. Calismanin sonuglar1 gosteriyor ki oksidatif stres
bobrek hasarina yol agan CYP’de 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna karsin CYP
ile propolisin birlikte verildigi grubun kontrole yakin bulunan degerleri ise
propolisin CYP’in toksik etkisini diizelttigini gostermektedir. Chen ve ark.
(116)’nin yaptiklar1 c¢alismada farelere 100 mg/kg dozda verilen CYP’nin
oksidatif strese neden oldugu, MDA ve nitrik oksit (NO) diizeyini artirdigi, total
antioksidan seviye (TAS)’sini distirdiigii rapor etmislerdir. CYP uygulanan
farelerde MDA diizeyinin artigin1 ve TAS’sinin ise distiiglinii rapor etmeleri
deneysel ¢alismamizdan elde edilen verileri dogrular niteliktedir. Yine Tarek ve
ark. (117) siganlarla yaptiklari ¢alismalarinda CYP (200 mg/kg)’nin neden oldugu
kalp hasarin1 serumda artan oksidatif stres, NO ve MDA, azalan GSH ve TAS
diizeylerine baglamislardir.

CYP’nin nefrotoksik mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak
tiibiil hiicrelerinde serbest radikal ve lipid peroksidasyonu olusumuna neden
oldugu one siiriilmektedir. Yapilan bir¢ok c¢alismada; CYP’nin 6zellikle yiiksek
doz kullanimindan sonra nefrotik etkiler bildirilmistir (106, 114).

Naziroglu ve ark. (118) sisplatin kaynakli toksisitede bobrek, karaciger,
lens dokularinda lipid peroksidasyonu ve antioksiadan enzim aktivitesi iizerine
yiiksek dozda E vitamini ile selenyum verilmesinin etkisini arastirmislardir.
Ratlara 6 mg/kg ip. olarak sisplatin, 1000 mg/kg E vitamini ve 1,5 mg/kg
selenyum uygulamislardir. Sisplatin uygulanan si¢anlarda bobrek, karaciger ve
lenste MDA diizeylerinde anlamli bir artis olurken, bobrekte GSH, A vitamini

diizeyleri, bobrek, karaciger ve lenste GSH-Px, E vitamini, B-karoten diizeylerinin

81



azaldigim1 saptamiglardir. Sisplatin uygulanan ratlarda bobrek, karaciger ve lens
dokusunda artmis MDA diizeyleri, azalmis antioksidan enzimler ve vitamin
diizeylerinde selenyum ve yiiksek dozda E vitamini enjeksiyonu ile énemli bir
gelisme goriilmiistiir. Yiiksek doz E vitamini enjeksiyonu ile selenyumun kanserli
hastalarda sisplatin kaynakli nefropati ve katarakt olusumunu oOnlemede rol
oynayabilecegini bildirmislerdir.

Memeli kalp dokusu hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada CYP terapisi
boyunca SOR’lerinin agir1 iretildigi ve olusan membran hasarinin miyokardiyal
membranin biitiinliigiinii bozdugu ve disfonksiyona neden oldugu rapor edilmistir
(119).

Giliniimiizde antioksidanlarin kanser {lzerine etkileri yaygmn olarak
arastirtlmaktadir. Neoplastik hastaliklarda, CYP kemoterapisi boyunca, ACR’nin
toksik yan etkilerinden kagimmak i¢in bazi antioksidan ajanlar kullanilarak bu
toksik etkilerin detoksifiye edilmesi gerekir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
da antioksidanlarin karsinojenezin baglama ve gelisme donemini baskiladiklari,
hiicre 6liimii ve degisimini onledikleri gosterilmistir (63).

Organizmada serbest radikal reaksiyonlar1 antioksidan sistem ile kontrol
edilir. Serbest radikallerin olusum hizi, bunlar etkisiz hale getiren veya azaltan
CAT, GSH-Px, GST ve SOD gibi baz1 endojen antioksidan enzimlerden olusan
savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece organizma etkilenmez.
Ancak bu denge bozulursa serbest radikaller zararli olmaya baglar ve oksidatif
stres seklinde etkilerini gosterirler (61).

Calismamizda rat kan ve bobrek dokularinda GSH diizeyleri ve CAT

aktiviteleri CYP uygulanan deney grubunda kontrol grubuna gére 6nemli diizeyde
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disiik bulunmustur. Bu antioksidanlarin diisiik olmasi, CYP’in antioksidan
kapasiteyi azaltarak oksidatif stresi artirdigin1 gostermektedir. Propolis ise rat kan
ve bobrek dokularinda GSH diizeyi ve CAT aktivitesinin artmasina Yol
agmaktadir.

Abraham ve ark. (54) tarafindan yapilan ¢alismada CYP kaynakli bébrek
hasarinda oksidatif stresin roliinii arastirilmistir. Siganlara 150 mg/kg i.p. olarak
CYP uygulamasindan sonraki 6, 12 ve 24. saatlerde saatlerde ratlar sakrifiye
edilmistir. Plazma iire ve kreatinin diizeyleri Olciilmiis, bobrek histopatolojisi
degerlendirilmistir. Bobrek dokusunda lizozomal enzimler yani asit fosfataz, -
glukuronidaz, N-asetil glukozaminidaz ve total protein diizeylerine bakilmistir.
Histolojik olarak, CYP uygulanmis fare bobreklerinde zaman icinde ilerleyici
bobrek hasar1 goriilmiistiir. Sasirtict bir sekilde, bobrekte CYP uygulamasindan 16
ve 24 saat sonra lizozomal enzimlerin aktivitelerinde artigin yerine bir ciddi bir
diisis gozlenmistir. CYP uygulamasindan 16 ve 24 saat sonra ratlarin
bobreklerinde kontrol ile karsilastirildiginda énemli bir artis oldugu gozlenmistir.
Lizozomal protein sindirim enzimlerinin aktivitelerinde azalma CYP kaynakli
bobrek hasarina katkida bulunabilir. Bobrek protein anormal miktarda birikmesi
lisosomal enzim aktivitesinde defekt en azindan kismen bagli olabilir ve bobrek
hasarina katkida bulunur. Bizim ¢alismada da

Sugumar ve ark. (106) 200-240 g agirligindaki siganlara 150 mg/kg CYP
uygulamis ve 6, 16 ve 24. saatlerde plazma kreatinin, bobrek MDA, GSH
diizeylerini tayin etmisler ve histopatolojik degisikliklere bakmislardir. Kontrol
grubu siganlarin bobrekleri normal bir sekilde bulunmustur. CYP uygulamasindan

6 saat sonra bobrek kiiciik ve hafif arayer 6demi gibi patalojik degisiklikler
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gostermistir. Bobrek MDA diizeyi kontrol grubuna kiyasla degismemis ve GSH
diizeyi % 11 dolaylarinda diismiistiir. CYP uygulamasindan 16 saat sonra 6dem ve
glomerulonefrit gézlenmistir. Bu zaman periyodunda bobrekteki MDA diizeyi %
35 oranda artis ve GSH diizeyi de % 74 oranda disiis gozlenmistir. CYP
uygulamasindan 24 saat sonra bobrek hasarinda histolojik glomerulonefrit,
kortikal borularda kofullasma, arayer odemi ve hafif hemorajik korteks
gozlemlenmis ve bobrek MDA diizeyi kontrol grubuyla kiyaslandiginda % 47’ye
yiikselirken, GSH diizeyi % 77 dolaylarina diigmiistiir. Burada bobrek dokusunda
yiksek MDA diizeyi ile disik GSH diizeyi arasinda bir Kkorelasyon
goriilmektedir. Bobrek dokusundaki GSH diizeyi zamanla diiserken, MDA diizeyi
de =zamanla yiikselmektedir, ayn1 zamanda bobrek hasarmin siddeti de
artmaktadir. CYP uygulanmis si¢anlarin plazma kreatinin degerleri tiim uygulama
zamanindan sonra kontrolden istatistiki olarak 6nemli fark gostermemistir. Bu
bulgu plazma kreatinin degerinin her zaman CYP uygulamasinin bobrek hasarinin
varhigma isaret etmedigini gostermektedir. Bu yiizden insanlardaki CYP
uygulamalar1 boyunca plazma kreatinin ile birlikte diger parametrelerinde
gozlenmesi gerektigi vurgulanmastir.

Calismada; CYP uygulanarak nefrotoksisite olusturulan grubunun bobrek
dokusunda GST aktivitesinde belirgin artma, CYP+propolis uygulanan grupta ise
GST aktivitesinde belirgin azalma oldugu saptanmistir. Bobrek dokusundaki GST
aktivitesindeki artig oksidatif stres artigina adaptif bir cevap olabilir.

Yapilan bir ¢alismada siganlara 150 mg/kg CYP i.p. uygulanmis ve 16 saat
sonra siganlar dekapite edilmistir. Bobrek dokusunda biyokimyasal olarak nitrit,

nikotinamid adenindiniikleotid (NAD) seviyeleri ve SOD aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
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CYP ile muamele edilmis siganlarin bobreklerinde nitrit seviyesinde 2 kat artma,
NAD seviyelerinde 6nemli bir azalma gozlenmistir. Hassas bir enzim olan SOD
aktivitesi onemli Ol¢ide CYP uygulanan siganlarin bobreklerinde azalmstir.
Nitrosatif stres CYP kaynakli bobrek hasarinda 6nemli bir rol oynayabilecegi
ortaya konmustur. 50 ve 100 mg/kg CYP verilen siganlara gore 150 mg/kg CYP
verilen sicanlarda ortaya ¢ikan bobrek hasart bobregin CYP varliginda gordiigii
zararin doza bagli oldugu anlamina gelebilir (120).

Elangovan ve ark. (121) CYP’e bagl olarak artan serum MDA diizeylerini
a- lipoik asidin azalttigini, lipid peroksitte meydana gelen artmayi 6nemli oranda
tersine gevirdigini ve GSH diizeylerini yiikselttigini tespit etmislerdir. CYP’in rat
spermlerinde degisiklik meydana getirdigi, verilen a-lipoik asidin ise sperm
karakteristiklerinde diizelme meydana getirdigi bildirmislerdir.

Kumar ve Kuttan (105)’in yaptiklar1 ¢alismada farelerde 750 mg/kg CYP
uygulanmasinin neden oldugu toksisiteye karsit bitki Phyllanthus amarus (S.
amarus)’un % 75 metanolik ekstresinin etkisi incelenmistir. CYP uygulanmasi ile
16kosit sayisi, GSH ve GST aktiviteleri azalmis, monositlerin sayisi ise artmstir.
14 giin boyunca 25 mg/kg, i.p. P. amarus uygulamasi hiicreler tizerinde CYP’in
toksik metabolitlerinin etkisini azaltarak, hiicre GSH ve GST aktivitesini
artirmistir. Sonug olarak P. amarus uygulanmasi 6nemli 6l¢iide CYP’in toksik
yan etkileri azaltabilecegini ve CYP’in antitiimor etkinligi engelleyebilecegini
gostermistir.

Senthilkumar ve ark. (115)’mn c¢alismasinda platinum nedenli bdbrek
hasarma kars1 bir tiyol antioksidan olan amifostinin sitoprotektif etkileri oldugu

belirlenmistir.  Ancak  hipokalsemi, anksiyete ve hipotansiyon  gibi
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toksisitelerinden dolay1r bundan kaginilmaktadir. Sodyum tiyosiilfat, mesna (2-
merkaptoetanol siilfonat) ve procainamide gibi diger sitoprotektif ajanlar
etkinliklerinin  yetersizligi  yliztinden genis  klinik  kullanimlar  i¢in
onaylanmamaktadir. Bu bilesikler ayni zamanda timor dokusunda platin ve
alkilleyici ajanlar tarafindan olusturulan toksisiteye karsi sitoprotektivitede segici
degillerdir. Bu ylizden tiimor koruyucu ve tiimor biiyiimesini uyarict ozellikler
olmaksizin normal dokular1 kemoterapi nedenli toksisitelerden koruyabilecek yeni
ajanlara ihtiyag vardir. Biz de ¢alismamizda ar1 kovanindan elde edilen
antioksidan 6zellikleri bilinen propolisin CYP nedenli nefrotoksisiteden koruyucu
etkileri oldugunu saptadik.

CYP’in toksisiteye neden oldugu savunma sistemine yonelik bir
calismada, squalenin antioksidan etkisi arastirilmistir. Hemolizat, plazma ve
kalpte SOD, CAT, GSH-Px, GST ve GR ve non-enzimatik antioksidan
seviyelerinde (GSH, E vitamini, C vitamini ve seruloplazmin) anlamli
degisiklikler saptanmistir. Serum ve organ total protein ve kolesterol diizeylerinde
anormallikler gozlenmistir. Serum trigliserid diizeylerinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Bu gézlemler CYP’e bagl toksisiteye karsi squalenin siganlarda
doku savunma sistemine yonelik koruyucu roliinii géstermistir (115).

Hiicre hasarinin neden oldugu oksidatif strese karsi savunmada kritik bir
rol oynayan GSH diizeyi ve CAT aktivitesi 150 mg/kg CYP uygulanan deney
grubunda oldukga 6nemli derecede azalma goéstermistir. CYP ile birlikte verilen
propolisin GSH diizeyi, CAT aktivitesini artirarak kontrol diizeyine yaklastirdigi
goriilmiistiir. 200 mg/kg propolisin CYP toksisitesini onemli oranda 6nledigi GSH

diizeyinin ve CAT aktivitesinin artmasiyla agiklanmaktadir. CAT H202’1 zararsiz
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yan iriinlere doniistiirdiigii icin hiicresel hasarin siddetinde onemli rol oynar.
H202’in zararsiz hale getirilmesinde GSH, GSH-Px enzimi ile GSSG doniisiir.
Propolis CAT ve GSH miktarlarimin artmasma yol agmaktadir. Bulgularimiz
CYP’nin neden oldugu bobrek toksisitesinin dogal antioksidanlardan biri olan
propolisin kullanilmasiyla 6nemli Olglide Onlenebilece§ini gdstermektedir.
Propolisin lipid peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre zarmi koruyucu roliiniin
yani sira antioksidanlarla etkilesimi sayesinde CYP gibi sitotoksik ajanlarin toksik
yan etkilerini azaltabilecegi sdylenebilir.

Sisplatin ve karboplatin doz ile iliskili olarak renal disfonksiyona neden
olur. Serum iire ve kreatinin seviyelerini artirir. Hipomagnezemi ve hipokalsemi
gibi serum elektrolitlerinde anormalliklere neden olur. Sisplatin nadir olarak
hemolitik iiremik sendroma yol agar. CYP analogu olan ifosfamid doz ve yas ile
iligkili olarak proksimal tiibiiler hasara neden olur. Ek olarak glukoz, amino asit
ve elektrolitlerin bobrekten atilimina neden olur. Metotreksat serum iire ve
kreatinin seviyesinde artistan baska hematuriye neden olur. Yiiksek doz
metotreksat kullanimi sonrasinda akut bobrek yetmezligi rapor edilmistir.
Metotreksata bagli renal disfonksiyonun onlenmesinde {riner alkalizasyon
onemlidir. Toksik etkileri folinik asit tarafindan antagonize edilir.
Kloroetilnitroziire bilesikleri (karmustin, semustin ve streptozosin) serum fiire,
kreatinin seviyesini artirir ve proteiniiriye neden olur. Streptozosine bagh
nefrotosisitede hipofosfatemi, hipokalemi, hipoiirisemi, hipoiirisemi, renal tiibiiler
asidoz, glukoziiri ve aminoasitiiri goriiliir. Yiiksek doz azasidin kullanimu tiibiiler
asidoz, politiriye neden olur. Elektrolit, glukoz ve amino asitlerin idrarla atilimini

artirtr. Hemolitik tiremi gemsitabinin nadir goriilen yan etkilerindendir. Alfa
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interferon kullanimi sonrasi akut bobrek yetmezligi nadir olarak gorilebilir.
Mitomisin uygulanmasi hemolitik {iremik sendroma yol agabilir ve mortalite orani
% 50-100 arasinda bildirilmistir. Karmustin infiizyonla iliskili hipotansyona
neden olur. Kemoterapi ilaglarinin nefrotoksisite mekanizmalar1 ve renal
fonksiyon bozuklugunda doz modifikasyanu gosterilmistir. Kemoterapiye bagl
nefrotoksisiteyi onlemek igin hastalarin kreatinin ve ilag serum diizeyleri diizenli
takip edilmeli, glomeriil filtrasyon hizina gore ilag dozu ve siiresi ayarlanmali,
gerekirse ilag kesilmelidir (26, 107).

CYP’e bagli en 6nemli renal yan etkilerden biri de hiponatremidir. Bode
ve ark. (122)’nin CYP nedenli antidiiretik, idrar hacmi yani sira, serum
elektrolitleri, kreatinin, osmolalitenin mekanizmasini aydinlatmak i¢in yapilan
calismada plazma hipotonisine ve idrar hipertonisine ragmen, plazma vasopresin
konsantrasyonu degismedigi bildirilmistir. Sonug olarak suyun geri emilimi ve Na
kaybina CYPin direk etkisi oldugu belirlenmistir.

CYP (2 giin boyunca 150 mg/kg) uygulanan ratlarda kalp, bobrek ve
karaciger gibi organlarin CK, laktat dehidrogenaz, aspartat transaminaz, alanin
transaminaz, alkalen fosfataz, total bilirubin, iire ve kreatinin diizeylerinde 6nemli
artiglar saptamiglardir  (115). Kemoterapi ilaglar1 glomeriil, tiibiil veya
interstisyum diizeyinde etkili olarak bobrek fonksiyonlarini bozabilir (60, 122).

Calismamizda deneysel olarak 150 mg/kg CYP uygulanan deney grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma {ire ve Kkreatinin diizeylerinde
istatistiksel agidan anlamli derecede bir artis saptanmistir. CYP ile birlikte
propolis uygulanan grupta ise normal kontrol diizeyine ulastigi saptanmustir.

Serum kreatinin seviyesi bobrekteki glomeriiler fonksiyonun gostergesidir.
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Nefrotoksisite serum kreatinin konsantrasyonunun 0,5 mg/dl’ye esit veya {istiine
¢ikmast (>0.5 mg/dl) olarak tanimlanir. Siganlarla yapilan bir ¢alismada histolojik
inceleme sonucunda CYP’in ratlarda orta derecede bobrek hasarina neden oldugu,
ancak bobrek fonksiyon parametrelerinin yani plazma kreatinin ve tire
diizeylerinin yiiksek olmadigr gosterilmistir. CYP uygulamasininda plazma
kreatinin normal seviyede olmasi bobrekte hasar olmamasi anlamina
gelmemektedir (106). Senthilkumar ve ark. (115)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, CYP
uygulamasi ile plazma iire ve kreatinin diizeylerinin arttigini gostermislerdir.
Bizim ¢alismamizin bulgular1 Senthilkumar ve ark.’nin sonuglari ile uyumlu olup
CYP kaynakli bobrek hasarimi gostermektedir.

Calismada CYP uygulanan grupta bobrek hasarmin spesifik bir gostergesi
olan plazma Na, K, Ca, CIl, Mg, P diizeyleri mevcut literatiirlere uygun bir azalma
gozlenmistir. Bu durum boébrek dokusunun CYP varliginda hasar gordiigiinii
gostermektedir. CYP ile birlikte verilen 200 mg/kg propolisin Na, K, Ca, Cl, Mg,
P diizeylerini kontrol diizeyine yaklastirarak iyilesme yaptig1 belirlenmistir. Elde
edilen bulgular propolisin  bobrek iizerinde koruyucu etkisi oldugunu
gostermektedir.

Nitekim biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler, artmis MDA diizeyi,
azalmis GSH diizeyi ve CAT aktivitesi bobrek hasarini ¢ok net bir sekilde ortaya
koymustur. Calismamizin sonuglar1 oksidatif stresin CYP’ye bagli bobrek
hasarinda oOnemli bir rol oynadigini disiindiirmektedir. CYP ile birlikte
uyguladigimiz propolisin bu doku hasarini azalttigi ve bobrek dokusunu oksidatif
hasara karst korudugunu gostermektedir. Bu bulgularin 1s18inda, basta kanser

tedavisi olmak tizere birgok hastaligin tedavisinde kullanilan CYP’in yiiksek
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dozlarda kullanilabilmesine olanak saglamak ve CYP’in yan etkilerinin
azaltilmasi noktasinda antioksidan o6zelligi bilinen propolisin tedaviye destek
olarak kullanilabilecegi fikri bizde uyanmustir. Ancak bu konuda o6zellikle

kullanilan doz yoniinden daha kapsamli ¢caligmalar yapilmalidir.
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