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TURKCE OZET

DENEYSEL HEMORAJIK SiSTIT MODELINDE ANKAFARED’IN
ETKILERI

Amac: Siklofosfamid ile indiiklenen hemorajik sistit modelinde Ankaferd’in
etkinligini aragtirmak.
Gere¢ ve Yontem: 8-12 haftalik 24 adet disi Wistar albino rat randomize olarak
sekizerli ti¢ gruba ayrildi. Grup 1’e (kontrol grubu) CP dozu kadar intraperitoneal
(i.p) saline enjekte edildi. Grup 2’ye sadece iirotoksik doz olan 100 mg/kg i.p. CP
verilirken, Grup 3’e i.p. CP yaninda, CP enjeksiyonundan 60 dakika once ve CP
enjeksiyonundan sonraki 12°nci, 24’ilincii, 36’nc1, 48’inci ve 60’inc1 saatlerde
intravezikal olarak Ankaferd verildi. Deney sonunda hayvanlar uyutularak mesaneler
cikarildi ve iki esit parcaya ayrildi. Yaris1i SOD ve MPO aktivitesi ile MDA ve NO
seviyelerinin saptanmasi icin -80 °C’de muhafaza edildi. Diger yarisi ise histolojik
degerlendirme i¢in 24 saat boyunca % 10’luk formaldehid soliisyonunda bekletildi.
Bulgular: CP verilerek HS olusturulan grupta oksidatif stresin gostergesi olan MDA
seviyeleri yiiksek saptanmakla beraber, Ankaferd tedavisi MDA seviyelerini azaltti
ve istatistiksel olarak anlamliydi. Antioksidan bir enzim olan SOD diizeyleri de
Ankaferd tedavisi alan gruplarda anlamli olarak artmisti. MPO aktivitesinde
Ankaferd tedavisi alan grupta CP alan gruba gore anlamli bir azalma bulundu. Ancak
her ii¢ grup arasinda da NO seviyeleri acisinda anlamli bir fark bulunamadi. Kontrol
grubundaki tiim ratlarda mesane histolojileri 6dem hari¢ normaldi. Bunun da
mesanenin c¢ikarilmast esnasinda travmaya bagh olabilecegi diisiiniildii. CP
uygulanan grupta mikroskopik olarak ciddi mukozal hasar saptandi. Ankaferd’in ise
histolojik hasara karst koruyucu etkisi olmadi. Mesane agirliklarinin tiim viicut
agirhigina oran1 da mesane histolojisiyle uyumlu olarak CP+Ankaferd alan grupta
sadece CP alan gruba gore anlaml olarak artmisti. CP ile CP+Ankaferd alan gruplar
arasinda hematiiri acisindan da anlamli bir fark saptanmada.
Sonuclar: Klinik ve histopatolojik iyilesme saglanabilmesi icin Ankaferd’in hangi

dozda ve hangi siirede verilecegine yonelik yeni caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Hemorajik sistit, siklofosfamid, Ankaferd, rat, oksidatif stres.



INGILIiZCE OZET (ABSTRACT)

THE EFFECTS OF ANKAFERD ON THE EXPERIMENTAL MODEL OF
HEMORRHAGIC CYSTITIS

Aim: We investigated the effect of Ankaferd on cyclophosphamide (CP) induced
hemorrhagic cystitis (HC) in rats.
Materials and Methods: Twenty four female Wistar rat ages between 8-12 weeks
were divided into three groups by random sampling method. Group 1 (Control)
animals were injected with the same amount of saline. Group 2 (CP) received only
100 mg/kg urotoxic dose of CP, Group 3 (CP+Ankaferd) received CP and Ankaferd.
Ankaferd was given in dosage of 0,5 cc/kg intravesical one hour before CP injection
and 12, 24, 36, 48, 60 hours after CP injection. The bladder tissues were cut into two
equal pieces from top to the bottom. One half was stored at -80 °C for determination
of SOD and MPO activities with MDA and NO concentration and the other half was
fixed for 24 hours in 10 % buffered formaldehyde for histological evaluation.
Results: Cyclophosphamide injection which caused HC increased MDA levels
indicating oxidative stress, while Ankaferd reduced MDA levels in the bladder and
this was statistically meaningful. SOD, an antioxidant enzyme, activities increased in
the tissue samples of CP+Ankaferd group as a meaningful. MPO activities decreased
more significantly at the group treated by Ankaferd than CP group. There was no
difference between three groups at the point of NO levels. Control animals had
histologically normal bladders except edema. The reason of that edema was
estimated as the trauma happened during expulsion of the bladder. CP caused severe
microscopic bladder mucosal injury. Ankaferd didn’t show histological protection
against bladder damage of CP. The ratio of the bladder weight to total body weight
increased at the CP+Ankaferd group more significantly than CP group. This result is
convenient to bladder histology. An important difference about hematuria was not
found between CP and CP+Ankaferd groups.
Conclusion: New studies about the dosage and usage time of Ankaferd are needed to

have better clinical and histopathological results.

Keywords: Hemorrhagic cystitis, cyclophosphamide, Ankaferd, rat, oxidative stress.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

a : Molar ekstinsiyon katsayisi
b : Isik yolu
C : Konsantrasyon

mEq : miliegivalan

ABS : Ankaferd Blood Stopper
Abs  : Absorbans

Absys: @ Absorbans kor

AbSpum : Absorbans numune

BSA : Bovin serum albumin
CuSOy : Bakar sulfat

CAT : Katalaz

CP : Siklofosfamid

4-HC : 4-hidroksiperoksisiklofosfamid
eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
GSPE : Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi
H,0, : Hidrojen peroksit

HOCI : Hipoklorik asit (HOCI)

HO, : Perhidroksil radikali

HS  : Hemorajik Sistit

H,SO, : Sulfirik asit

i.p. :Intraperitoneal

iNOS : Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
MDA : Malondialdehit

MPO : Myeloperoksidaz

Mesna : 2-Mercaptoethane sulfonate
NO  : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

nNOS : Noronal nitrik oksit sentaz
NO," : Nitronyum iyonu

NO,  : Azot dioksit

NOs; : Nitrat

NaOH : Sodyum hidroksit

NNDA: N-naftiletilen diaminin

NBT : Nitro blue tetrazoliumu

O, : Siiperoksit anyonu

ONOQ': Peroksinitrit

OH  : Hidroksil iyonu

PCO : Proantosiyanidin

ROD : Reaktif oksijen deriveleri
RND : Reaktif nitrojen deriveleri
SOD : Siiperoksit dismutaz

SF : Serum fizyolojik

TAC : Total antioksidan aktivitesini
TBA : Tiyobarbitiirik asit

TCA : Trikloroasetikasit



1. GIRIS VE AMAC

Hemorajik Sistit (HS); Siklofosfamid (CP) basta olmak iizere cesitli ilag,
toksin, radyasyon ve enfeksiyoz ajanlarin mesane transizyonel epitel hiicrelerini ve
kan damarlarini tahrip etmesi sonucu olusan bir hastaliktir (1). Yiizyilimizin hastalig
olarak bilinen kanserin tedavisinde kullanilan nitrojen mustard grubu alkilleyici bir
ajan olan siklofosfamid etyolojide su¢lanan en 6nemli ajandir (2-4).

Siklofosfamid’in {iroepitelyum {izerine olan toksik etkisinde alkilleyici
ozelligi yaninda hepatik mikrozomal enzimatik hidroksilasyon yoluyla iiretilen 4-
hidroksi metabolitleri ve dzellikle de renal akrolein salinimida sorumlu tutulmaktadir
(5). Siklofosfamid’in bu yan etkisini 6nlemek {izere bir siilfidril bilesigi olan mesna
(2- merkaptoethan sodyum sulfonat) 1970’den bu yana sistemik iiroprotektif bir ajan
olarak kliniklerde kullanilmaktadir (6). Ancak mesna uygulamasina ragmen
hastalarda hematiiri, diziiri, pollakiiri gibi HS e bagli klinik semptomlar goriilmeye
devam edebilmektedir.

Siklofosfamid’in mesane iizerindeki toksik etkilerini anlamak iizere yapilan
pek cok calisma, bu toksik etkinin ortaya ¢ikmasi icin artmis nitrik oksit (NO)
seviyelerine ihtiya¢ oldugunu gostermistir (7). Bu toksisiteye muhtemelen
inflamasyon bolgesinde reaktif nitrojen radikali olarak nitrik oksit ve oksijenin
reaksiyonu sonucu olusan Peroksinitrit’in (ONOQ™) sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Dolayistyla Peroksinitrit, NO toksisitesinin baglica sorumlusudur (8).

Ankaferd Blood Stopper (ABS); Thymus vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis
vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica bitkilerinin karistmindan olusan ve
geleneksel tipta kanama durdurucu olarak kullanilan bir ajandir (9). Bu etkisi protein
ag1 olusturup eritrosit agliitinasyonu saglamasiyla gerceklesmektedir. Ankaferd’in
antioksidan 6zelligi oldugu da bilinmektedir. In vivo oksidatif hasar1 nleyerek, lipid
peroksidasyonuna ve buna bagh arterioskleroz olusumuna engel olmaktadir. Bunlarin
yaninda; anti-inflamatuar, antibakteriyel, anti-trombin, ve anti-tiimor etkinlikleri de
gosterilmistir (10,11).

Bu calismada amacimiz, siklofosfamid uygulanarak hemorajik sistit

olusturulan ratlarda hemostatik etkili bir ajan olan Ankaferd Blood Stopper’in



mesane kanamas: iizerine olan etkileriyle beraber oksidatif stresle iliskili markerlar

izerine olan etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hemorajik Sistit

Hemorajik sistit; ilaclarin, toksinlerin, enfeksiy6z ajanlarin veya radyasyonun
mesane transizyonel epitel hiicrelerini ve kan damarlarin1 harap etmeleri sonucunda
olusmaktadir (1). Ancak klinikte en sik karsilagilan sebep Siklofosfamid ve onun
sentetik bir analogu olan ifosfamid olmakla beraber doza bagimhdir ve tedaviyi
kisitlar (2-4). Klinik olarak hematiiri, diziiri, pollakiiri, suprapubik agri, gibi
semptom veya bulgularla ortaya cikar (12). Uriner inkontinans genelde mevcuttur.
Hastalarda boyutlar1 artmis, hassas, palpable mesane bulunabilir. Piht1 retansiyonu
siktir (13). Hematiiri nedeniyle olusan pihtilar idrar akimini engelleyebilir ve
obstriiktif iiropati nedeni olabilir. Masif kanamalar ayrica mesanede nekroz, fibrozis,
kontraktiir sebebi olabilmektedir (2). Hemorajik sistit insidanst CP dozu ile
iliskilidir. Uzun siireli ve diisik doz CP ile tedavi goren hastalarda yeterli
tiroprotektif tedavi verilmedigi takdirde yan etkilerin goriilme siklig1 %2-40 arasinda
bildirilmistir. Bunun yaninda yiiksek doz ve intravendz CP tedavisi alan hastalarda
HS goriilme siklig1 %75, massif hemoraji ise %2-4 olarak bildirilmistir (14). Pelvik

radyasyon alan hastalarda ise bu oran %10 civarindadir (15).

2.1.1. Etiyoloji

HS etiyolojisi 3 ana baglik altinda toplanabilir.
1. Radyasyon
2. Enfeksiyon
3. Tlaglar ve Toksinler

Radyasyon: Pelvik radyasyona maruziyet, hastaligin goriilme sikligini
arttirmaktadir. Cocuklarda eriskinlere oranla daha sik goriilmektedir. Hemorajik sistit
radyasyona maruziyetle birlikte akut olarak veya uzun zaman sonra ortaya ¢ikabilir.
Bu hastalarda hematiiri radyasyon aldig1 sirada veya aylar yillar sonra goriilebilir.
Radyasyon hasarina bagli mukozal hasarlanma buradaki arterlerin inflamasyonuna
sekonder gelisen hipoksik ylizey hasarina, iilserasyona ve kanamaya bagli olarak

ortaya cikar. Radyasyon sistitinin olusumuna neden olan faktorler arasinda mesane



cikis obstriikksiyonu, daha O6nceden radyasyon alimi veya cerrahi Oykiisii ve asiri
radyasyon dozaj1 yer almaktadir (16).

Enfeksiyon: Rapor edilen enfeksiyon ajanlar1 Escherichia coli; adenovirus 7,
11, 21 ve 35, papovavirus ve influenza A dir (17). Adenoviriisler i¢inde en fazla tip
11 suglamr. Bu viriisiin iiriner sisteme tropizmi vardir. Immunsiipresyonla reaktive
olur. Saglikli ¢ocukta HS’ nin en sik sebebidir (18). Polyoma viriis grubunda BK
viriis (BKV), JC Viriis JCV) ve Simian viriis bulunmaktadir (19,20). Insan polyoma
viriisleri birincil enfeksiyon sonrasi renal epitelde latent kalabilen yegane viriislerdir
(21). Baskilanmis hiicresel immiinite durumlarinda reaktive olur. Cocukluk ¢caginda
cocuklarin ¢ogunu etkiler (22).

Toksinler ve ilaclar: Insektisit, Siklofosfamid, ifosfamid, Busulfan, bu

grupta en ¢ok sug¢lanan ajanlardir.

2.1.2. Mikroskobik bulgular

Tek doz CP uygulamasi takiben 24 saat icinde mikroskobik degisiklikler
gozlenmeye baglar. Bunlar HS nin ana 6zelligi olan epitelyal hasarlanma, transmural
0dem, hemoraji, mukozal iilserasyon ve epitelyal nekrozdur (23). Mikroskobik
olarak en Once siiperfisial tabakada epitelyal dokiilme gozlenir. Bu olay akut ya da
kronik hematiiri ile direkt iligkilidir. 18’inci saat sonunda genellikle erozyon veya
ilserasyon ilerleyerek mukoza-submukoza sinirina ulasir ve bazal membran ile
subepitelyal kapillerler cevresinde harabiyete neden olur. Bundan sonra mesane
dokusu iyilesme siirecine girer. Mukozada hiperplazi ve papillada proliferasyon
baglar. Takip eden giinlerde 16kosit infiltrasyonu ve neovaskiilarizasyon goriiliir (24,

25).

2.1.3. Patogenez

Siklofosfamid  karacigerin  mikrozomal P-450 sistemi tarafindan
hidroksilasyonla 4-hidroksiperoksisiklofosfamide (4-HC) doniistiiriiliir. Bu metabolit

dokularda aldofosfamid ve ardindan akrolein ve fosforamid mustard haline getirilir.



Fosforamid mustard aktif antitiimoral ajan iken, iirotoksik etki CP’in toksik
metaboliti olan acroleinin mesane ile direkt temasina baglidir (5,12).

Akrolein iiriner sisteme gectiginde mukoza hiperemisi, iilserasyon, hemoraji
ve nekroz olusturabilir. Epitelin yerini telenjiektazik subepitelyal damarlarin da
katildig1 bir graniilasyon dokusu alir. Mesane epiteli temas siiresi ile de iligkili olarak
en fazla risk altinda olan doku olmakla birlikte iiriner sistem epitelinin tiimiiniin
hasar gorme olasiligi vardir. Mesane mukozasi makroskopik olarak o6demli ve
hiperemiktir ve kanama odaklar1 goriiliir (26).

Son yillarda yapilan caligmalar Siklofosfamid’in indiikledigi hemorajik sistit
patogenezine interlokin-1 beta (IL-1 beta), timor nekrozis faktor-alfa (TNF-alfa),
platelet aktive edici faktor (PAF) gibi inflamatuar mediatorlerin aracilik ettigini
gostermistir (27,28). Bununla birlikte artmis NO seviyelerinin Siklofosfamid’in
mesaneye olan zararli etkilerinden sorumlu olan en Onemli mediator oldugu
bildirilmistir (29). Nitrik oksit fizyolojik hadiselerde antioksidan gibi davranirken,
patofizyolojik hadiselerde oksidan rolii oynar. Nitrik oksit guanilat siklaz
aktivasyonu ile vaskiiler tonusun diizenlenmesi, sitokrom oksidaz inhibisyonu ile
hiicresel solunumda rol almasi yaninda, lipid peroksidasyonundan da koruyucu
gorevi vardir. Ancak siiperoksit (O;) diizeyinin arttigi durumlarda ise O, ile
reaksiyona girerek peroksinitritin olusumuna sebep olur (30).

Mesnanin akroleine bagli HS semptomlarini tamamen diizeltemedigi
bilinmektedir. Dolayisiyla CP ile indiiklenen HS’de olusan hasarin sadece akroleinin
mesane ylizeyi ile temasla meydana gelmedigi, bunda reaktif oksijen iiriinleri (ROD)
ve reaktif nitrojen {iriinlerinin (RND) de rol oynadigi bildirilmistir (31). Bu
toksisiteye muhtemelen inflamasyon bolgesinde reaktif nitrojen radikali olarak NO
ve oksijenin (O;) reaksiyonu sonucu olusan Peroksinitrit’in (ONOQO") sebep oldugu
diistiniilmektedir. Dolayisiyla Peroksinitrit, NO toksisitesinin baglica sorumlusudur
(32).

Peroksinitrit serbest radikal degildir ancak prekiirsorlerinden cok daha
reaktiftir. Ayn1 zamanda giiclii bir oksidandir. Mikroorganizmalarin sebep oldugu
oksidatif zararda faydali inflamatuar hadiselere aracilik eder (33). Buna karsin
peroksinitritin kontrolsiiz asir1 artisi konak hiicrede istenmeyen oksidasyona ve

yapisal destriiksiyona sebep olur (32,33).



Nitrik oksit; vaskiiler tonus, polimorf niiveli 16kosit adhezyonu ve
inflamasyon gibi onemli fizyolojik ve patofizyolojik olaylari diizenleyen serbest
radikal bir gazdir. Nitrik Oksit L-Arginin aminoasitinden Nitrikoksit sentaz
yardimiyla iiretilir (32). Nitrik oksit sentaz’in; noronal NOS (tip I, nNOS), endotelyal
NOS (tip II, eNOS) ve indiiklenebilir NOS (tip III, iNOS) olmak iizere ii¢ farkli
izoenzimi vardir. Insan viicudunda bazal NO seviyeleri saglayan, nNOS ve
eNOS’tur. Bu izoenzimler Ca bagimlidir. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ise
makrofaj, fibroblast, epitelyum hiicresi basta olmak iizere bir¢cok hiicrede
gosterilmistir. Ayn1 zamanda Ca bagimsizdir. Indiiklenir nitrik oksit sentaz immiin
sistemle korele calisir ve normal sartlar altinda NO salgilamadigr halde TNF alfa,
IFN gama, IL-1 gibi immiin sistem elemanlar1 tarafindan aktive edilerek NO salgilar.
Indiiklenir nitrik oksit sentaz tarafindan sentezlenen NO toksiktir ve iNOS seviyesini
arttirdig bilinen bu faktorlerin artisi, agirt miktarda NO iiretimine neden olur. Bunun
sonucu vazodilatasyon ve 6dem meydana gelir. Mesane dokusunda artmig ROD ve
RND miktari, membran lipidlerini peroksidasyona ugratir ve beraberinde protein

denatiirasyonu ve DNA hasar1 goriiliir (8,32).

2.1.4. Korunma (profilaksi)

Siklofofamid ile iligkili {iirotoksisiteyi Onleyen birtakim yaklasimlar
mevcuttur. Bu yaklasimlarin temel prensibi akroleinin notralizasyonu ve
detoksifikasyonu seklindedir. Tiim merkezlerde ayni sekilde uygulanmakta olan
standart bir profilaksi yoktur. Uygulanan yontemler birbirine benzemekle beraber
farkli alternatiflerden s6z edilebilir. Bunun nedeni bu yontemler arasinda etkinlik
yoniinden ¢ok biiyiik farkliliklar oldugunun gosterilememis olmasidir.

1. Hiperhidrasyon: Bu yontemle amag¢ cikarilan idrar miktarii arttirmaktir.
Boylelikle idrardaki akrolein konsantrasyonu azaltilir ve mesaneyle temas siiresi de
kisalmis olur. Giinliik verilecek sivi miktar1 3 L/m2’dir. Tercih edilecek sivi 6rnegi:
1/2 NS + 100 mEq sodyum bikarbonat/LL +10 mEq KCI /L seklinde olabilir. Bu
uygulamaya tedaviden 12 saat Once baslanmali ve tedavi sonrasi 24.iincii saati
kapsayacak sekilde devam etmelidir. Sivi yiiklenmesi ihtimaline karsi hastanin

cikardign idrar miktar1 ve kilo takibi yapilmalidir. Idrar miktar1 1.5 mL /kg/saat



miktariin altinda ise veya hasta agirliginda 2 Kg.’dan fazla artis varsa diiiretik
yapilir. Mutlaka hiponatremi ve diger elektrolit dengesizlikleri acisindan serum
elektrolitlerinin de izlenmesi gerekir (26).

2. Mesna: Bir siilfidril bilesigi olan mesna (2-merkaptoethan sodyum sulfonat)
1970’den bu yana sistemik tiroprotektif bir ajan olarak kliniklerde kullanilmaktadir
(34). Mesnanin sistemik uygulanmasi lriner sistemde bolgesel detoksifikasyon
saglamaktadir (35,36). Mesna kendisi kiiciik bir molekiil olmakla birlikte iizerinde
bir siilfidril grubu tasir ve ROD’lar etkisiz hale getirir. Bu etkisizlestirme iizerindeki
iki adet siilfidril grubu tarafindan gerceklestirilir (37). Akrolein Mesna ile etkilesime
girince inaktif olan tioetere doniisiir. Bu etkisiz iiriin iiriner sistem epiteline zarar
vermeden idrarla atilir (38). Ancak HS ortaya ciktiktan sonra mesna kullaniminin
efektif olmadig1 bilinmektedir.

Mesna, CP’in indiikledigi HS’te etkili bir ajan olarak kullanilmasina ragmen,
epizodik olarak hastalarda mikroskobik ya da makroskobik hematiiri, idrar yapma
sikliginda artma gibi semptomlardan olusan HS klinik olarak hala karsimiza
cikmaktadir (39).

Mesnanin akroleine bagli HS semptomlarini tamamen diizeltemedigi ve NO
artistnin HS patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
CP ile indiiklenen HS’de olusan hasarin sadece akroleinin mesane yiizeyi ile temasla
meydana gelmedigi, bunda ROD ve RND’lerin de rol oynadigi bildirilmistir (40).

Intravenoz bolus olarak verilen mesnanin CP ile olusan hasarin azaltilmasinda
devamli infiizyon uygulamasina gore daha iistiin oldugu gosterilmistir (41). Mesna,
verilmesinden 20 dakika sonra en yiiksek doku konsantrasyonuna ulasir (42). Yari
omrii yirmi dakika kadar oldugundan yaklasik boliinmiis dozlarda uygulanmali (doz
araliklarinin 3 saatten daha uzun olmamasinda yarar vardir) veya devamli infiizyon
ile verilmelidir. Mesna dozu, uygulanan CP dozunun %100-160’1 kadar olmalidir.
CP ile birlikte baslanmali ve son CP dozundan sonraki 24 saati kapsayacak sekilde
uygulanmaya devam edilmelidir (26). Mesnanin yan etkileri arasinda ates artralji,
myalji, EKG degisiklikleri ve gecikmis hipersensitivite reaksiyonu olarak
eritroderma ile derinin biilloz lezyonlar1 sayilabilir (43).

3. Mesane irrigasyonu: Irrigasyon icin 3 liimenli idrar sondas1 kullanilarak, serum

fizyolojik ile 250-1000 mL /saat hizinda mesane yikamasi yontemi ile de HS



profilaksisi yapilabilir. Ancak bu yontemin de bazi sakincalart vardir. Bunlar
arasinda; hastanin duyacag rahatsizlik hissi ve iiriner infeksiyon riski yaninda iist
tiriner sistemin bu yontemle akroleinden arindirilmasinin miimkiin olmamasi

sayilabilir (26).

2.1.5. Tedavi

Siklofosfamidle indiiklenen hemorajik sistit olgularinin mikroskopik hematiiri
veya diziiri gibi hafif belirtilerle seyreden olgular1 spontan gerileyebilmekte veya ¢ok
basit girisimlerle diizelebilmektedir. Ancak agir sekilleri tedaviye direncli
olabilmekte ve cerrahi miidahele gerektirebilmektedir. Bu nedenle Oncelikle
profilaktik girisimlere nem vermek gerekir.

Hemorajik sistit gelisen hastalara oncelikle 5-6 L/m2/24 saat, intravenoz
(I.V.) hiperhidrasyon baslanmalidir. Bununla beraber hastalar sivi yiiklenmesi,
konjestif kalp yetmezligi ve elektrolit dengesizligi gelisimi acisindan izlenmelidir.
Yeterli idrar ¢ikisin1 saglamak {izere diiiretik yapilabilir. Ancak hiperhidrasyon kolik
agriy1 arttirmaktadir. Mesane spazmimi azaltmak icin diiz kas gevsetici, agriy1
gidermek icin narkotik analjezik verilebilir.

Hemorajik sistite bagli mesane kanamasi olan hastalarda kanamanin
kontroliinde ilk adim foley kateterle mesane irrigasyonudur. Bu method basarisiz
oldugunda sonraki adim genellikle sistoskopi ve kanayan lezyonun koterizasyonudur.
Bu tedavi yoOntemlerine yanit alinamayan kanamalarda ise intravezikal tedaviye
baglanmalidir. Bu amagla klinikte kullamilan alum, formolin, prostaglandin gibi

ajanlarin da avantajlarinin yaninda dezavantajlar1 da mevcuttur (26, 44).

2.2. Serbest radikaller

Serbest radikaller; eslesmemis elektronu sayesinde organizmada cesitli
molekiillerle kolayca kimyasal reaksiyona girebilen atom, molekiil ve iyonlardir.
Biyolojik sistemde serbest radikaller siklikla Oksijen, Nitrojen ve Siilfiir
molekiillerinden elde edilir. Serbest radikaller reaktif oksijen iiriinleri ve reaktif

nitrojen iiriinleri olarak adlandirilan molekiillerin birer parcasidir. Ornegin ROS;



siiperoksit anyonu (O;), perhidroksil radikali (HO;), hidroksil radikali (OH), Nitrik
Oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H,0;), singlet oksijen (O,), hipoklorik asit (HOCI)
ve peroksinitrit (ONOQ") gibi serbest radikalleri icerir. Serbest nitrojen radikalleri de
NO’un O ile reaksiyona girip peroksinitrite doniismesiyle olusur. Reaktif siilfiir
iriinleri ise tioliin ROS ile reaksiyona girmesiyle olusur. Reaktif siilfiir iiriinleri,
hiicre metabolizmast ve fonksiyonel aktivitesi sirasinda olusur ve hiicre sinyali,
apopitozis, gen ekspresyonu ve iyon transportu gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlara
sahiptir (45). Bununla birlikte ROS’un agir1 iiretiminin protein, lipid, RNA ve
DNA’y1 da i¢ine alan bircok molekiil iizerine zararhi etkileri vardir. Bu oksidatif
hasardan sorumlu olan en gii¢lii oksidan ajan ise hidroksil radikalidir. Serbest oksijen
radikalleri, notrofil aktivasyonu araciligiyla da epitelyal hasara yol acarlar. Aktive
olan notrofiller fazla miktarda oksijen tiiketimine ve hiicre membranindaki
Nikotinamid adenindiniikleotid Fosfat (NADP) enziminin katalizorliigiindeki bir
reaksiyonla asir1 miktarlarda siiperoksit anyonlarin olusumuna yol agar. Ardindan
siiperoksit  dismutaz  (SOD) ve myeloperoksidaz (MPO) enzimlerinin
katalizorliigiinde H,O,, OH" ve hipoklorik asit olusur (46). Myeloperoksidaz enzimi,
dokularda polimorfoniikleer 16kositlere spesifik bir enzimdir. Aktive notrofiller
myeloperoksidaz, gibi bir¢ok proteini ortama salip prostoglandin ve serbest
radikalleri olusturarak mikrovaskiiler hasar1 baglatirlar (47).

Normalde hiicreler, intraselliiler enzimleri sayesinde ROS seviyelerini diisiik
diizeyde tutarak homeostazisi saglar ve kendilerini ROS’un zararl etkilerinden
korurlar. Ancak g¢evresel stres ve hiicre disfonksiyonuna bagli olarak ROS seviyeleri
ciddi miktarlarda artarak 6nemli hiicresel hasarlara sebep olabilir. Boylece oksidatif
stres, cesitli inflamatuar hastaliklar, kardiovaskiiler hastaliklar, kanser, diabet,
Alzheimer, katarakt, otizm ve yaslanma gibi pek cok hastaligin patogenezine katkida
bulunur (48,49). Insanlar ve diger mikroorganizmalar ROS un indiikledigi oksidatif
stresi azaltmak ya da Onlemek icin metal selasyonu yapan ve serbest radikallerin
etkisini azaltan ya da nétralize eden enzim sistemleri iceren bir antioksidan defans
sistemi gelistirmistir. Ayrica diyetle alinan antioksidan ajanlarda organizmanin

antioksidan kapasitesini arttirabilir (50).



2.3. Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Siiperoksit; olusumunun organizmada en iyi bilinen sebebi oksijenli solunum
sirasinda elektron transport zincirinde NAPH oksidaz aracilig ile rediikkte NAD’1n
okside NAD’a doniismesi sirasinda meydana gelmesidir (51).

Hidrojen peroksit; Siiperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya
spontan olarak iiretilmektedir. Kendisi radikal olmamakla beraber O, ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan OH™ radikalini olusturabilir (52).

Hidroksil; H,O,, O, ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal
olan OH’e doniisiir. H,O,, serbest Fe* ile reaksiyona girerse demir okside olurken

yine OH' radikali olusur. Buna fenton reaksiyonuda denir (53).

2.4. Serbest Radikal Olusum Sebepleri

Enflamasyon

Radyasyon

Parsiyel oksijen basinci yiiksekligi (pO,)
Ozon (O3) ve azot dioksit (NO,)
Kimyasal maddeler ve ilaclar

Yaslanma.

2.5. Serbest Radikallerin Hiicre Uzerine Olan Etkileri

2.5.1. Lipidler iizerine etkileri

Serbest radikallerin lipidler iizerine olan etkileri hiicre membrani iizerinden
gerceklesir. Hiicre membraninda bulunan yag asidi ve kolesteroliin sahip oldugu
doymamis baglar serbest radikallerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna
sebep olmaktadir. Olusan zincirleme reaksiyonlarin son {iriinleri malondialdehid
(MDA) ve 4-hidroksi nonenal’dir (54). MDA ise lipid peroksidasyon belirteci olarak

kullanilmaktadir.
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2.5.2. Proteinler iizerine etkileri

Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallere kars1 oldukca

duyarhdir. Dolayisiyla kolaylikla reaksiyona girebilirler (55).

2.6. Antioksidanlar

2.6.1. Enzimatik antioksidanlar

Bilinen en 6nemli antioksidan enzim sistemlerti;

Siiperoksit dismutaz (SOD)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Katalaz (CAT)

Bunlarin disinda biyolojik sistemlerde; melatonin, seruloplazmin, transferin,
miyoglobin hemoglobin ve ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirat,
laktoferrin ile albuminin de antioksidan etkinligi oldugu bilinmektedir.

2.6.1.1 Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit serbest radikalinin (O;’) hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler
oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen bir metalloenzimdir. 2 izoenzimi vardir.
Sitozolde bulunan formu bakir ve ¢inko icerirken, mitokondride bulunan formu

manganez icerir. Katalizledigi reaksiyon Sekil-1’de goriilmektedir.

20,7+ 2H+—> H,O, + O,

Sekil 1. SOD enziminin katalizledigi reaksiyon.

Antioksidan enzim sistemleri arasinda en Onemli rolii oynayan SOD oksijeni
metabolize eden hiicreleri lipid peroksidasyonuna kars1 korur (56).

2.6.1.2. Katalaz

H,O,’yi su ve molekiiler oksijene parcalayan hemoprotein yapida bir

enzimdir. Boylelikle hidroksil radikalinin olusumu Onlenmis olur. Katalaz esas

11



olarak peroksizomlarda daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal fraksiyonlarda

bulunur. Katalizledigi reaksiyon Sekil-2’de goriilmektedir.

2 H202 —2 Hzo + 02

Sekil 2. Katalaz enziminin katalizledigi reaksiyon (57).

2.6.1.3. Glutatyon peroksidaz;
Hidroperoksitlerin ingirgenmesinden sorumlu olan enzimdir. Yapisinda

selenyum bulunur. Katalizledigi reaksiyon Sekil-3’de goriilmektedir.

2GSH + H202—> GSSG +2 Hzo

Sekil 3. Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon.

Rediikte glutatyon yiikseltgenirken, H,O, de suya c¢evrilmis olur. Eritrositler icin en
kuvvetli antioksidandir. Membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan hasara karsi

korur (58).

2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.6.2.1. C vitamini

Plazmanin en 6nemli antioksidan ajani olup suda eriyen vitaminlerdendir. Oy’
ve OH" radikallerini temizleyici rolii vardir. Elektron transport zincirinde gorevli
sitokrom-a, sitokrom-c ve molekiiler oksijen gibi molekiillerin indirgenmesinde
gorevlidir (59).

2.6.2.2. E vitamini
Yagda eriyen vitaminlerdendir. Hiicre membran1 ve lipoprotein yapisinda bulunur.
Membranlardaki oksijen radikallerini temizleyerek membrani lipid peroksidasyonuna
kars1 korur (60).

2.6.2.3. Beta-karoten

Sitiperoksit radikalini temizleyen ve peroksit radikalleriyle direkt olarak
etkilesime giren A vitamini tiirevi bir antioksidandir (61).

2.6.2.4. Melatonin
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En zararli serbest radikal olan OH radikali ile reaksiyona girerek indolil
radikalini olusturur. Bu radikalde O,’yi etkisiz hale getirir (62).

2.6.2.5. Glutatyon

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesi
yaninda, proteinlerdeki siilthidril (SH’) gruplarim rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona karst korur. Ayrica aminoasitlerin membranlardan transportunu da

saglar (63).

2.7. Siklofosfamid

CP { (2-[bis(2-chloroethyl) amino] tetrahydro - 2H - 1 ,3 ,2 oxazaphosphorine
2-oxide), (CP) }; nitrojen mustard grubundan alkilleyici bir ajandir. Sitotoksik
immiinosiipresif ilaclarin en giicliisi oldugu kabul edilir; ancak toksisitesinin
fazlaligi nedeniyle immiinosiipresif ila¢ olarak kisith sayidaki endikasyonlarda
kullanilir.

Bazen siipresor T lenfositleri baskilamak suretiyle paradoksik olarak
immiinostimiilasyon yapar. B lenfositler iizerinde, T lerde oldugundan daha etkilidir.
Intravenoz ve oral yolla uygulanabilir. Karacigerde aktif metaboliti olan fosforamid
hardalina doniisiir. Alkilleyici ajanlar, sitotoksik etkilerini hiicre yapisinda bulunan
fosfat, amino, siilfidril, hidroksil, karboksil ve imidazol gibi niikleofilik gruplara

kovalan baglanarak gosterirler (64).

2.7.1. Kullanim alanlari

Siklofosfamid antitiimoral kemoteropotik etkinligi olup bu amagla tek basina
veya diger kemoterdpotiklerle kombine edilebilir.

Akut lenfositik 16semi ve akut myelositik 16semi, kronik lenfositik 16semi,
kronik myelositik 16semi, over kanseri ve meme kanserini i¢eren bir¢cok durumda
kullanilan bir ila¢ olmakla birlikte, immiinolojik bobrek hastaliklari, bazi
graniilomatdz hastaliklar veya vaskiilit tipleri ve klasik tedaviye direncli romatoid
artrit gibi nonneoplastik hastaliklar da siklofosfamid ile etkin bicimde tedavi

edilmektedir (65).
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2.7.2. Yan etkileri

flacin sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma, alopesi, stomatit, aspermi,
amenore ve cabuk baslayip kisa siiren bas agrisidir. Akut 16semi ve mesane kanseri
de nadir yan etkilerindendir (66). Daha az olarak deri ve tirnaklarda
hiperpigmentasyon, enjeksiyon sirasinda metalik tat, alerji, halsizlik, karaciger
enzimlerinde yiikselme goriiliir. Yiiksek dozlarda verildiginde nadir de olsa
hipotiroidi, katarakt, sarilik, kardiak nekroz ve c¢ok masif dozlarda akut
myoperikardite neden olabilir. ilacin en 6nemli ve doz smirlamasi gerektiren yan
etkileri kemik iligi siipresyonu (6zellikle 16kopeni) ve hemorajik sistittir (64).
Deneysel hayvan modellerinde de (fare ve ratlarda) sistemik ya da intraperitoneal
olarak uygulanan siklofosfamidin doza bagli olarak hemorajik sistit olusturdugu

bilinmektedir (67, 68).

2.8. Ankaferd blood stopper

Ankaferd blood stoper (ABS); Tiirk halki arasinda geleneksel tipta
yiizyillardir kanama durdurucu olarak kullanilmaktadir. Ankaferd; Thymus vulgaris,
Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica bitkilerinin
karisimindan olusan bir iiriindiir (69). Icerigindeki her bir bitkinin farkli etkileri

mevcuttur.

2.8.1. Glycyrrhiza glabra (meyan);

Anjiogenezisi Onler,vaskiiler endotelyal growth faktorii’yi diisiiriir ve sitokin
iligkili neovaskiilarizasyonu azaltir. Ayn1 zamanda anti-inflamatuar, anti-trombosit,
anti-oksidan, anti-arteriosklerotik ve anti-tiimor etkileri bulunmaktadir (70). Ayrica

anti-iilser, ekspektoran, antifungal ve antibakteriyel etkileri de bildirilmistir (71,72).
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2.8.2. Timus vulgaris (kekik)

Anti-oksidan etkisi vardir. Bu sayede in vivo oksidatif hasar1 onler, lipid
peroksidasyonunu ve buna bagl arterioskleroz olusumunu o&nler (73). Bunlarla
beraber antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiprotozoan, bronsiyal antispazmotik

ve ekspektoran 6zelliklere de sahiptir (74).

2.8.3. Vitis vinifera (koruk)

Proteinlere kars1 direng saglar. Anti-arteriosklerotik ve anti-tiimor etkileri de
vardir  (75-77). Aym zamanda antioksidan, antiaterosklerotik, sitotoksik,

kemopreventif ve sitoprotektif etkisi oldugu da bilinmektedir. (78).

2.8.4. Alpinia oppicinarrum (havlican)

Nitrik oksit olusumunu azaltir (79). Antispazmotik ve antibakteriyel

ozelliklere sahiptir (11).

2.8.5. Urtica dioica (1sirgan)

Antifungal ve antiviral etki gostermektedir (80).

2.8.6. Hemostaz sistemi

Hemostaz, kanin dolasimda sivi halde kalmasini saglayan fizyolojik
mekanizmadir. Bu mekanizmalar damar spazmi, trombosit tika¢ olusumu, kanin
koagiilasyonu sonucu kan pihtisinin olusumu ve fibr6z dokunun piht1 icine dogru
biiylimesiyle damardaki deligin kalici olarak kapatilmasidir.

Hemostaz mekanizmasinda calisan 3 ayr1 faktor vardir:
1-Ekstravaskiiler faktor: Damarlar1 ¢evreleyen dokular ve kanama sirasinda damar
disina c¢ikan kanin yaptigi basing kanamay1 sinirlandirir.

2-Vaskiiler faktor: Lokal vazokonstriksiyon ile hasara kars1 ani yanit olusturur.
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3-Intravaskiiler faktor: Trombositler, pihtilagma faktorleri ile once hemostatik tikag

sonra da fibrin pihtis1 olusur.

2.8.7. Ankaferd Blood Stopper’in etki mekanizmasi

Ankaferd Blood Stopper’in en temel etki mekanizmas1 enkapsiile protein ag1
olusturup, bu sayede eritrosit agliitinasyonu saglamasidir. ABS’nin seruma
eklenmesi ile bir saniye icinde protein ag1 olusmaktadir. Bu protein agi eritrositin
fonksiyonlart ve kan proteinleri sayesinde olmaktadir. Pihtilasma faktorleri,
ABS’den etkilenmiyor olsa da anti-hemorajik siire¢ protein agregasyonu sayesinde
baslamaktadir. ABS pihtilasma faktorleri disinda tiim fizyolojik siireci
etkilemektedir. ABS’nin etki mekanizmasinin pihtilasma faktorlerinden bagimsiz
olmast sebebiyle, kanama diyatezi olan hastalarda da etkin oldugu gosterilmistir.
Eritrosit agregasyonu, yiiksek molekiil agirlikli plazma proteinlerinin (drnegin;
fibrinojen ve immunglobulinler) tespitiyle saptanmaktadir. Fibrinojen azaldikga,
agregasyon artar. Yapilan caligmalarda plazma fibrinojen aktivitesi ve fibrinojen
antijen seviyelerinin plazmaya ABS eklenmesi ile belirgin Olgiide diistiigi
gosterilmistir. Ayrica bu tika¢ etkisi gosteren protein agi olusumu sirasinda
plazmada; total protein, globulin ve albumin seviyelerinin de anlamh dl¢iide diistiigii
goriilmiistiir. Bu yilizden, ABS, fibrinojen—eritrosit agliitinasyon iliskisini etkilemekte
ve sonugta eritrosit agregasyonunu stimiile eden bir protein agi olusturmaktadir

(81,82).

2.8.8. Ankaferd Blood Stopper ile ilgili yapilan ¢calismalar

Ankaferd Blood Stopper’in etkinligi pek cok deneysel ve klinik ¢alismada
gosterilmistir. GOniillii normal olgularda yapilan bir ¢alismada Ankaferd Blood
Stopper’in biyokimyasal, hematolojik ve hemostaz parametrelerinde tampon Oncesi
ve sonrast arasindaki farklar degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir (83). Insanlarda ise cilt ve cilt alt kesilerde, hemofili hastalarinda,

afibrinojenemide, trombositopenide ve dissemine intravaskiiler koagiilasyonda etkili
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bir hemostatik ajan oldugu gosterilmistir (84). Deneysel olarak Ankaferd hemostatik
ajanin toksik etkisi olmadig1 gosterilmistir (85).

Ankaferd klinikte ilk olarak, hemofili A tanisiyla takip edilen ve siinnet
sonrasi sizint1 tarzinda kanamasi olan 16 yasindaki erkek hastada denenmistir.
Yiiksek dozda faktor VIII tedavisine yanit vermeyen, ilave olarak siklofosfamid ile
prednizolon verilen ve bu Onlemlere ragmen kanamasi devam eden olguda, ABS’nin
kanayan yere ylizeysel olarak siiriilmesini takiben birka¢ dakika i¢cinde kanamanin
tamamen durdugu bildirilmistir (86). Kanama diyatezi olan bir diger hemofili A
hastasinda da ayni sekilde siinnet sonrasi kanamanin kontroliinde basarili sonug
alindigr  bildirilmistir (87). Glanzman trombasteni, kalitsal trombositopent,
afibrinojenemi, VWF eksikligine bagli trombosit adezyon bozuklugu ile birlikte
faktor VIII diizeyleri diisiik olan olgularda, standart yontemlerle kontrol altina
almamamis kritik kanamalarin ABS kullanimiyla basarili sonucglar alindigi ve
giivenle kullanilabilecegi bildirilmektedir (88-92).

ABS ile normal steril spancin cilt, cilt alt1 kesilerinde meydana gelen
kanamanin kontrolii {izerine etkileri arasinda fark olup olmadiginin arastirilmasi i¢in
yapilan bir calismada, ABS kullanilan hastalarda kanamanin daha kisa siirede
durduruldugu ve daha az oranda tekrarladig1 ve sonuclarin istatistiksel olarak anlaml
ciktigr bildirilmistir (84). Bobrek yetmezligi, dissemine intravaskiiler koagiilasyon,
ilag kullanim1 ve kalitsal kanama diyatezli olgularin yiizeysel kanamalarinda ve
hepatik yetmezlik ve hipersplenizme bagli edinsel kanama diyatezlerinde de ABS
kullanimiyla kritik kanamalara ait topikal kontrole iligkin olgu c¢alismalart da
bildirilmistir (92,93). Dogumsal ve edinsel kanama bozukluklar1 yada antikoagiilan
tedaviye bagl olarak dis cekimi sirasinda lokal kanama problemiyle karsilasilan
olgularda, kanamayi kontrol etmek amaciyla dis kavitesine uygulanarak, akut
donemde basarili sonuclar alindig: bildirilmistir (91).

Ankaferd’in bobrek dokusu {iizerine olan etkisiyle ilgili calismalar da
mevcuttur. Ratlar iizerinde yapilan bir c¢alismada parsiyel nefrektomi modeli
olusturulmus ve ABS uygulanarak bobrek dokusu makroskopik ve mikroskopik
olarak degerlendirilmistir. Bobrek dokusunun histopatolojik incelemesinde eritrosit
agregasyonu goriilmiis, bunun ABS’nin hemostatik mekanizmasinin bobrekte de

olustugunu destekledigi, beraberinde kalsifikasyon ya da glomeriiler nekrozla
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karsilasilmamis olmasimnin da renal doku iizerine olan olumlu etkileri oldugu
bildirilmistir (94). Ankaferd’in, renal travma iizerine etkisiyle ilgili ¢calismalar halen
devam etmektedir. Ratlarda olusturulan bobrek travmasi modelinde ABS
uygulanmasiyla birlikte, bobrek dokusunda, histopatolojik olarak dev hiicre
reaksiyonu, akut inflamasyon, fibrozis, adezyon, tiroidizasyon, fibroblast
aktivasyonu, kalsifikasyon, glomeriiler nekroz saptanmadigi, bununla birlikte
mikrovaskiiler proliferasyon siderofaj, eritrosit agregasyonu gibi bobrek
histopatolojisinde olumlu degisiklikler gozlendigi bildirilmistir (95).

Ankaferd uygulamasiyla ilgili bir baska olgu da iist gastrointestinal sistem
kanamas1 olan bir hastaya endoskopik biyopsi bolgesine topikal ABS uygulamasinin
da ani kanama kontroliinde etkili oldugu bildirilmektedir (96). Ankaferd’in calisildig
bir bagka alanda nazal cerrahidir. Nazal cerrahi sirasinda ve sonrasinda ABS
emdirilmis tamponlarin normal tampon uygulamasina oranla kanama miktar1 ve
sikligini istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmasi yaninda yara iyilesmesinin daha
iyi oldugu da bildirilmistir (97). Kemik iligi transplantasyonu yapilmis bir olguda,
ABS uygulamasinin epistaksis kontroliinde giivenle kullanilabilecegi ve tekrarlayan
epistaksis ataklarinda nazal tamponla birlikte ABS uygulanmasimin tekrarlayan
kanamalar1 6nledigi bildirilmistir (98, 99).

Lokal kanamasi olan kirrm Kongo kanamali atesli hastalarinda da, ABS’in
hemostaz iizerine etkinligi ve yan etkileri arastirilmis, epistaksis, dis eti, hemoroid
kanamalar1 ve intravendz enjeksiyon bolgesindeki cilt kanamalarinda lokal
kullanimiyla kanamay1 kontrol altina aldigi, sistemik yan etki, ilac1 tolere edememe
ve irritasyon, Odem, kizariklik, kasinti, dokiintii benzeri lokal yan etkilerin
goriilmedigi bildirilmistir (100). Koroner arter bypass greft cerrahisinde bypass siitiir
cizgisine veya kanama alanina ABS cozeltisi piiskiirtiilmesi suretiyle, tiim olgularda,
stitiir ¢izgisi de dahil olmak iizere mediastinal yapilarda kanamanin durdugu, siddetli
kanama nedeniyle cerrahi revizyon gereksinimi olmadig1 ve mediasten kanamasinin
ciddi bir sorun teskil ettigi acik kalp ameliyatlarinda ABS’in kanama kontrolii i¢in
umut vadeden bir ajan oldugu sonucuna varilmistir (101). Ankaferd’in, penil
kavernoz cerrahilerinde kullanilabilirligini arastirmak amaciyla yapilan bir
calismada, histopatolojik olarak kavernoz dokuda eritrosit agregasyonu olusturdugu,

hemostatik ve antienflamatuar etki gosterdigi, boylelikle kavernoz doku iyilesmesi
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tizerindeki olumlu etkileriyle penil kavernozal cerrahilerde hemostatik ajan olarak
kullanilabilirligi gosterilmistir (102).

Ankaferd’in erken donem kemik doku iyilesmesi iizerindeki etkilerinin
arastirildigl bir ¢calismada, yeni kemik doku yapimini anlamli derecede arttirdigi,
iltihap ve nekroz oranlarim1 anlamli derecede diisiirdiigii, dolayisiyla ABS’in erken
donem kemik doku iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (103).
Ankaferd Blood Stopper’in hiicresel ve vaskiiler proliferasyon iizerindeki kombine
etkisini degerlendirmek iizere yapilmis calismalarda, doku beslenmesini arttirdigi,
cilt fleplerinde nekroz oranimm1 anlamli bicimde azalttigr bildirilmistir (104).
Ankaferd Blood Stopper’in antineoplastik etkisi kolon kanseri hiicre modelinde
gosterilmis olup, bu etkinin hangi mekanizma ile gelistigi heniiz bilinmemektedir
(105). Ankaferd Blood Stopper’in antineoplastik etkinligi {izerine yapilan bir
calismada, in vitro ortamda osteosarkom hiicrelerinin ve insan kolon kanseri
hiicrelerinin invazyonunda doza bagli inhibisyon ve canliliklarinda ise azalma
meydana getirdigi gosterilmistir (106). Mezenkimal kok hiicre gelisimi {izerinde ise,
ortamda yogun agregasyon nedeniyle kiiltiir vasatinda negatif yonde etki ettigi tespit
edilmistir (107). Ankaferd Blood Stopper’in hemostatik etkisine ek olarak
antimikrobiyal etkinligi de sz konusudur. ABS ile aralarinda insan patojeni ve gida
bozulma etmeni bakterilerin de bulundugu Staphylococcus carnoss, Clostridium
sporogenes, Bacillus subtilis 12, Bacillus cereus, Pseudomonas aureginosa,
Klebsiella pneumonia, Lysteria monocytogenes gibi cesitli Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere kars1 yiiksek inhibitor aktivite gostermektedir (108, 109). Bununla
beraber antifungal etkinliginin oldugu, antimikrobiyal aktivitesinden enfeksiyon
hastaliklar1 ile hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde ve gidalarin korunmasinda
faydalanabilecegi bildirilmistir (110). Ayrica arka bacagina ampiitasyon yapilan
sicanlarda da kanama zamanini istatistiksel olarak anlamli gsekilde azalttig
gosterilmistir (111).

Ulkemizde yapilan farkli calismalarda, topikal ABS kullaniminin, Warfarin,
aspirin ve enoksaparin kullanilarak antikoagiilan tedavi uygulanan ratlarda kanama
stiresini ve miktarin1 anlaml derecede azalttig1 boylelikle in vivo ortamda da etkili

oldugu ortaya konmustur (112).
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Ankaferd icindeki iiziim cgekirdegi ekstresindeki proantosiyanidin (PCO)
serbest oksijen radikalleri iizerinde konsantrasyon bagimli inhibisyon yapmaktadir.
Bir calismada, proantosiyanidinin antioksidan etkisinin vitamin C ve vitamin E
siiksinat ile karsilastirildiginda daha potent oldugu goriilmiistiir (113). Bilesik aym
zamanda fosfatidilkolin lipozomlarinin peroksidasyonunu da inhibe etmektedir
(114). Bir c¢alismada, liziim cekirdegi ekstresi serbest radikalleri tutmus ve
olusumlarin1 durdurmus, 6zellikle lipid peroksidasyonunu geciktirmis ve bag dokusu
yapisim indirgeyebilen enzimlerin yikici etkisini inhibe etmistir. Uziim cekirdegi
ekstresindeki PCO’larin antioksidan aktivitesi, vitamin C ve vitamin E’ninkinden
cok daha fazladir (yaklasitk 50 kat) ve mikrovaskiiler hastaliklarin terapotik
kontroliinde bu bilesiklerin kullanimai i¢in giiclii bir gerekc¢e olusturmaktadir (115).

Diger bir in vitro ¢alismada, iiziim c¢ekirdegi proantosiyanidinlerin, UV-C
isinlart araciligt  ile  olusan  coklu-doymamis yag asitlerinin  (PUFA)
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi gosterilmistir (116). Uziim cekirdegi
proantosiyanidin ekstresi (GSPE) ile beslenmis farelerde, reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumu, karaciger ve beyin dokusunda DNA parcalanmast ve lipid
peroksidasyonunu indiikleyen 12-Otetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) azalmstir.
GSPE, doz caligmalarinda, vitamin C, vitamin E siiksinat veya bu vitaminlerin
kombinasyonu ve beta-karotenden daha iyi bir serbest radikal siipiiriiciisii ve
oksidatif doku hasarinin inhibitoriidiir (117).

Arastirmacilar, c¢ift-kor, plasebo kontrollii bir caligmada 20 gen¢ goniilli
tizerinde PCO PhytosomeR’un antioksidan etkilerini degerlendirmislerdir.
Phytosome yontemi, iki kisim fosfatidilkolin ile bir kisim iiziim cekirdegi PCO
ekstresinin bir araya gelmesidir. Ortaya ¢ikan sonug, merkezdeki PCO molekiiliiniin
iki fosfatidilkolin molekiilii ile kaplandig1 tamamen yeni bilesiktir. Deneklere, 5 giin
boyunca, 300 mg PCO Phytosome igeren 2 kapsiil veya plasebo verilmistir. C ve E
vitamini seviyelerinin de bakildig1 antioksidan aktivite tayini i¢in caligmanin basinda
ve sonunda deneklerden kan alinmustir. En az 2 haftalik dinlenme periyodundan
sonra denekler diger gruba caprazlanmistir. Proantosiyanidin Phytosome’un serum C
ve E vitamini seviyeleri iizerine etkisi olmazken, serum total antioksidan aktivitesini
(TAC) oldukc¢a artirmistir. Besinci giinde dozdan 1 saat sonra TAC 408’den 453
Bmol/l trolox esitligine artmuistir (118).
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Meyan kokiiniin aseton ekstresinde antioksidan Ozelliklere sahip 7 tane
bilesik tespit edilmistir. Akoz serbest radikal olusturan bir madde kullanilarak
yapilan antioksidan aktivite testinde E vitamini antioksidan bir etkinlik gostermezken
ekimolar miktardaki sozii edilen meyan bilesiklerinin (formononetin hari¢) %65-85
oraninda LDL oksidasyonu engelledigi gbzlenmistir (119). Glisirizinik asitsiz alkollii
meyan ekstresi, saglikli erkeklerin plazmalarindan izole edilen LDL oksidasyonunu
ex vivo olarak plaseboya gore azaltmistir. In vitro analiz sonuclar1 ekstrenin baskin
izoflavani olan (%11.6) glabridinin %75-85’inin LDL’ye baglandigin1 gostermistir
(120, 121).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Arastirma

Laboratuari’nda, etik kurul onay1 alinarak gerceklestirildi.

3.1. Denek Secimi

Calismada, genc ve saglikli 8-12 haftalik, agirliklar1 ortalama 200-250 gram
arasinda olan 24 adet disi Wistar albino sican kullanildi. Hayvanlar deney siiresince
standart nem, 151k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23°C)
bulunduruldu ve standard yem ve cesme suyu ile beslenmeleri saglandi. Sicanlar
rastgele olarak sekizerli 3 gruba ayrildi. Sekiz adet sican ile serum fizyolojik
uygulanacak kontrol grubu, 8 adet si¢an ile Siklofosfamid uygulanacak olan grup, 8

adet si¢an ile de Siklofosfamid ve Ankaferd uygulanacak olan grup olusturulmustur.

3.2. Deney Protokolii

Deney baslangicinda ratlarin agirliklar tartildi. Uygulanacak olan ilag¢ dozlari
hayvanlarin agirliklarina gore hesaplanarak verildi. Genel anestezi i¢in 10 mg/kg
xylazine (Rompun flakon, 23.32 mg/ml) ve 90 mg/kg ketamin (ketalar flakon 50
mg/ml) intraperitoneal (i.p.) olarak yapildi. Siklofosfamid (Endoxan 1 gr flakon)
tirotoksik doz olan 100 mg/kg, ABS ampul (Ankaferd saglik iiriinleri A.S Beykoz,
Istanbul) 0,5 cc/kg ve serum fizyolojik (SF) ise CP dozu kadar uygulandi.

Grup 1 (Kontrol grubu): Sadece CP dozu kadar i.p. SF verildi.

Grup 2 (CP grubu): Urotoksik doz olan 100 mg/kg tek doz i.p. CP verildi.

Grup3 (CP+Ankaferd grubu): Bu grupta ise yine 100 mg/kg tek doz i.p. CP
enjeksiyonuna ek olarak Ankaferd 0,5 cc/kg dozunda CP enjeksiyonundan 60 dakika
once ve CP enjeksiyonundan sonraki 12’inci, 24’{incii, 36’nc1, 48’inci ve 60’1nc1

saatlerde olmak tizere 6 kez intravezikal olarak verildi (45, 73).
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Tablo 1. Deney isleyis semasi.

Uygulama

7 aman Grupl Grup2 Grup3

CP enjeksiyonu SF SF Ankaferd

Oncesi 1. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu SF CP100 mg/kg, i.p | CP100 mg/kg, i.p

CP enjeksiyonu SF SF Ankaferd

sonrasi 12. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu SE SE Ankaferd

sonras1 24. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu SE SE Ankaferd

sonras1 36. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu SE SE Ankaferd

sonras1 48. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu SE SE Ankaferd

sonras1 60. saat 0.5 cc/kg, intravezikal
CP enjeksiyonu - - .

sonrast 72. saat Sakrifiye Sakrifiye Sakrifiye

Deney 3 giin siirdii ve 3. giiniin sonunda tiim gruplardaki hayvanlar sakrifiye
edildi. Cikarllan mesaneler tepeden orta hat boyunca ikiye ayrnldi; yarisi
histopatolojik inceleme icin % 10’luk tamponlanmis formalinde 24 saat fikse

edilmek iizere bekletilirken, diger yaris1 enzim olciimleri icin -80 °C’ye kaldirildi.

3.3. Mesane Agirhig1 (ma), Viicut Agirhg (va), (ma/va) Tespiti

Hayvanlarin, deney Oncesi gruplama yapmak amaciyla agirliklar
olciilmiistiir. Uciincii giin deneyin sonlandirilmasiyla beraber mesaneler ¢ikarilmis ve
mesane masaji yapilarak rezidil idrar bosaltilmistir. Bu sekilde tartilan mesanelerin

agirliklart kaydedilmis ve hesaplamalarda bu degerler kullanilmistir.

23



3.4. Hematiiri Diizeylerinin Tespiti

Abdominal masajla alinan idrar ornekleri dip-stick analizi yapilarak sifirdan
dorde dek skorlanmistir. Tiim gruplarin birinci giinden deneyin sonlandirilisina dek
her giin saat 11.00’da ve 17.00’da abdominal masajla alinan idrar 6rneklerine

dipstick ile bakilmustir.

3.5. Makroskobik Degerlendirme (Mesane Hasar Skoru)

Patolog tarafindan yapilan degerlendirmede mesaneler gozle goriiliir 6dem ve
kanama acisindan 0’dan 3’e kadar skorlandi. Odem acisindan; mesane i¢ ve dis
duvarinda 6dem 3 (siddetli), internal mukozada 6dem 2 (orta derece), hafif derece
0dem (orta normal arasi) 1, 6dem yoklugu O olarak degerlendirildi. Kanama
acisindan; mesane icinde pihtt 3, mukozada hematom 2, telenjiektazi ve damar

dilatasyonu 1, normal mesane O olarak degerlendirildi (12).

3.6. Patolojik inceleme

% 10’luk tamponlanmis formalinde 24 saat fikse edildikten sonra parafin
bloklara gomiilen mesane dokularindan yaklasik Su’luk en az 4 kesit alinarak
hematoksilen eozinle boyandi. Ardindan patolog tarafindan O6dem, inflamasyon,
hemoraji ve mukozal iilserasyon a¢isindan degerlendirilip 1’den 4’e dek skorlandi.
Normal mesane mukozasi 0, epitelyal dokiilmeler 1, mukozada fokal iilserasyon 2,

genis epitelyal iilserasyon 3, submukozal iilserasyon 4 olarak degerlendirildi (122).

3.7. Biyokimyasal Olciimler
Homojenizat hazirlanmasi

Elde edilen mesane doku orneklerinin bir béliimii tartilarak 1:9 (a/v) oraninda % 1,15

KCl igeren 50 mM soguk potasyum fosfat tamponu (pH 7,4) i¢cinde homojenize edildi.
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3.7.1 MDA ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) 6l¢iimii i¢in, Draper ve Hadley’in yontemi kullanildi
(123). Metodun prensibi MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonu sonucu
olusan pembe renk absorbansimin spektrofotometrik Ol¢iimiine dayanmaktadir.
Malondialdehit 6l¢iimiinde kullanilan en yaygin test olan TBA testi yontemi, Draper
ve Hadley yonteminin bir modifikasyonu olup cift kaynatma esasina dayanir. Birinci
1sitmada bagli olan MDA proteinlerin ¢oktiiriilmesiyle serbestlestirilirken, ikinci
1sitmada total MDA, TBA ile reaksiyona girer. Tiyobarbitiirik asit -Malondialdehit
kompleksinin olusturdugu renkli bilesigin absorbansi 532 nm’de dl¢iilerek MDA’ nin
molar ekstinsiyon katsayisindan yararlanilarak konsantrasyonu hesaplanir. Bu
yontemde olusabilecek hatalar ve etkilesimler en aza indirilmistir.

Gerekli Reaktifler: % 10 Trikloroasetikasit (TCA) ¢ozeltisi ve % 0.67’1i
Tiyobarbitiirikasit (TBA) cozeltisi.

Deneyin Yapilisi: Kor ve numune olmak iizere iki deney tiipii hazirlandi. Her
iki tiipe de 2.5 mL % 10 TCA konuldu. Numune tiipiine 0.5 mL homojenizat, kor
tiipiine ise 0.5 mL distile su eklendi. Her iki tiipiin agz1 sikica kapatilarak 6nceden 99
9C’ye kadar 1sitilmis su banyosu icinde 15 dakika bekletildi. Bekleme siiresi sonunda
tiipler su banyosundan cikarilarak akan su altinda sogutuldu. Ug¢ bin rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatandan 2’ser mL temiz tiiplere aktarildi. Bu
tiplerin iizerine 1 mL % 0.67’lik TBA eklendi ve aym sekilde agizlan sikica
kapatilarak 99 °C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. Bu siire sonunda su
banyosundan ¢ikarilan tiipler su altinda sogutuldu. Homojenizat MDA
konsantrasyonlari, spektrofotometrede (Shimadzu UV-1602 Japan) 532 nm’de kore
karsi numunenin absorbans degerleri okunduktan sonra, MDA-TBA kompleksinin
molar ekstinsiyon katsayist (1.56x10° cm™ M™) kullanilarak hesapland.
A=axbxc
c=A/axb
c=[A/(1.56 x 10° cm™ M™") x (1 cm) ] x diliisyon faktorii
¢ (nmol/mL) = A x 58,27

(A=absorbans, a=molar ekstinsiyon katsayisi, b= 151k yolu, c= konsantrasyon)
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3.7.2 NO diizeyleri olciimii

Viicutta endojen olarak iiretilen NO’in doku ve viicut sivilarindaki

konsantrasyonu, pek cok calismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (124).
Ciinkii NO, iiretildigi bolgede saniyeler i¢cinde okside olarak dnce nitrite daha sonra
da nitrata (NOj3") doniisiir. Bununla beraber proteinden zengin homojenizat, serum ve
plazma gibi soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelebildiginden
Griess reaksiyonu ile Olciim yonteminde bazi sikintilar yasanmaktadir. Bu
nonspesifik reaksiyonlarin Oniine gecebilmek i¢in homojenizat once deproteinize
edilip daha sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlar1 Griess reaksiyonu ile ol¢iiliir
(125). Calismamizda total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum
rediiksiyon metodu ile dl¢iildii. pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum
graniilleri deproteinize homojenizat siipernatantt ile 90 dakikalik inkiibasyon
sonunda nitrat rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagh N-
naftiletilen daiminin (NNDA) diazotizasyon tepkimesi sonucu olusan pembe rengin,
545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi. Sonugta elde
edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan c¢ikarilarak nitrat miktar
belirlendi.
Gerekli reaktifler: ZnSO4 75 mmol/L, NaOH 55 mmol/L, kadmiyum graniilleri,
glisin-NaOH tamponu (pH 9.7), siilfanilamid, N-naftiletilen daimin (NNDA), CuSOg4
cozeltisi 5 mmol/L, H,SO,4 0.1 mol/L ve standart soliisyon (0.1 mol/L, NaNO,, 0.1
mol/L KNO3).

Deneyin yapilisi: Deproteinizasyon islemi: 200uL. numune + 800 pL 75
mmol/L. ZnSO, ile karnistirildiktan sonra, 1 mL 55 mmol/L NaOH ilave edilip
vortekslenir ve 3500 rpm de 15 dakika santrifiij edilir. Berrak siipernatan nitrat
tayininde deproteinize numune olarak kullanilir.

Nitrat Tayini: Glisin tamponu ile yitkanmig aktif kadmiyum graniillii tiiplerin
iizerine 1 mL glisin tamponu ilave edilir. Uzerine 1 mL deproteinize numune ve 2
mL deiyonize su ilave edilir, tiiplerin agz1 kapatilir. 90 dakika oda 1s1sinda karanlik
ortamda ara ara kadmiyumlu tiipler alt-iist edilerek inkiibe edilir. Inkiibasyon

sonunda nitrit calisma tablosunda numune veya standart olarak kullanilir.
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Tablo 2. Nitrit calisma semas.

Kor (mL) Numune (mL) Standart
Deproteinize homojenizat - 2 2
Distile su 2.5 0.5 0.5
Sulfanilamid 1 1 1
N-naftiletilen diamin 1 1 1

Vortekslendikten sonra, 45 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilir ve 545
nm’de kore kars1 okunur. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar (1, 5, 10,
20, 40, 100 pmol/L), numunelerle aynm sartlarda calisildi ve spektrofotometrik
okumalardan elde edilen degerler ile standart garfik (Optik dansite-umol/L) ¢izildi.
Bu grafik kullanilarak olusturulan egim sabiti, elde edilen numune degerlerine tatbik

edilerek NO miktari, umol/L olarak hesaplandi.

3.7.3. SOD enzimin aktivite tayini

Siiperoksit dismiitaz (EC 1.15.1.1) aktivitesi; Sun ve arkadaslarinin (126)
metodunda, Durak ve arkadaslarinin (127) yaptigi modifikasyona gore calisildi.
Metod ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksidin nitro blue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan O, ortamdaki NBT’yi
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme tepkimesi sonucu mavi-
mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgemesi olmayip
mavi-mor renk meydana gelmemekte, enzim bulunmayan (kor) deger ile enzim
bulunan numune absorbans (Abs) degerleri hesaba katilir.

Hesaplama:

Enzimin % inhibisyonu= (Absksr - AbSpum)/Absys: X 100

Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesidir.
Sonuglar, U/mL olarak ifade edilir.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi:

% Inhibisyon = [Absorbans kér (AK) — Absorbans numune (AN)] / (AK) x 100

% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi icin;

27



%50 inhibisyon = (% inhibisyon / 50) x 1 /0.1 = U/ mL = (AK-AN) / AK x 20 =
Spesifik aktivite (SA) birimi: U/mL

Gerekli reaktifler: Ksantin 0.3 mmol/L, Na,EDTA 0.6 mmol/L, NBT 150 umol/L,
Na,CO; 400 mmol/L, bovin serum albumin (BSA) 1g/L, CuCl, 0.8 mmol/L,
(NH4)2SO4 (amonyum siilfat) 2 M ve XO 167 U/L.

Deneyin Yapilisi:

Tablo 3. SOD calisma semasi.

Kor (mL) Numune (mL)
Olgiim reaktifi 2.85 2.85
Ekstrakt (Etanol fazi) - 0.10
Bidistile su 0.10 -
167 U/L XO 0.05 0.05

25 %C’de 20 dakika inkiibasyondan sonra hemen;

| 0.08 mM/L CuCl, | 1 \ 1

ilave edilerek reaksiyon durdurulur, distile suya kars1 kor ve numuneler 560 nm’de

okunur.

3.7.4. MPO enziminin aktivite 6lciimii

MPO aktivite diizeylerini belirlemek i¢in 4-aminoantpyrine %?2 fenol
soliisyonu kullanildi. MPO aracili oksidasyon i¢in H,O, kullanildi ve 510 nm’de
absorbans degisikligi kaydedildi. 25°C’de 1 dakikada 1 mikromol H,O, ’yi yikan
MPO diizeyi, 1u/g protein olarak belirlendi (129).

3.7.5. Numunelerde protein tayini

Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (128).
Bu yontemde, alkali c¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir
renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru

orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
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reaktif sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH
10’da olusmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine
ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat
(folin) reaktifi par¢calanmadan 6nce rediiklenme olay1 gerceklesir.

Kullamlan reaktifler: CuSO,, NajSitrat, Na,CO3, NaOH, Folin-Ciocalteu-
Fenol reaktifi.

Deneyin yapilisi: Standart grafigi cizmek icin konsantrasyonunu bildigimiz
sigir serum albiimininden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi. “Optik dansite (OD) —
mg/ml protein konsantrasyonu” grafigi c¢izilerek protein degerleri bu grafikten
okundu. Standart ve numuneler kore karst 700 nm’de okundu.

Hesabi: Protein (mg/ml) = grafikten okunan deger x faktor
F (faktor) = standart hacmi (0.5 ml)/numune hacmi (0.010ml) = 50
Not: Faktor, kullanilan numunenin miktarina gore degisir. Kullanilan numunenin

miktar degisikligi distile su hacmi ile ters orantili olarak tiipe pipetlenir.

3.8. Deneylerde Kullanilan Aletler

1. Hassas terazi (Shimadzu AX200-Japonya)

2. Otomatik pipetler (Eppandorf-Almanya)

3. Vorteks (karistirict) (Niive NM 100-Tiirkiye)

4. Derin dondurucu (Indesit 6SF 2200-Italya)

5. Homojenizator (Heidolph Diax 900-Almanya)

6. UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1602-Japonya)
7. Sogutmali santrifiij (Hettich-D 78532-Almanya)

3.9. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismanin analizi SPSS 13 istatistik programinda yapildi. Elde edilen veriler
ortalama =+ standart sapma seklinde ifade edildi ve p degeri 0.05 ve daha kii¢iik olan
veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Biyokimyasal parametrelerin
degerlendirilmesinde parametrik bir test olan olan tek yonlii varyans analiz(ANOVA)

ve postHoc test olarak da Least Significant Difference Test (LSD) kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Olciimlerin Degerlendirilmesi

4.1.1. Mesanede SOD aktivite diizeyleri

Tablo 4’de kontrol grubu, CP grubu ve CP+Ankaferd grubundaki SOD enzim
aktivite diizeylerine ait istatistiksel sonuglar verilmistir. Buna gore SOD aktivite
diizeyleri en yiiksek olarak kontrol grubunda bulundu (36.77 + 8.71). Siklofosfamid
alan grupta (19.14 + 5.74) bu diizeylerin azaldigi ancak CP+Ankaferd grubunda
(19.14 + 5.74) CP grubuna gore arttigt gozlendi. Bu farklarin gruplar arasinda
Oneway ANOVA’ya gore anlamli oldugu bulundu.

Tablo 4. Mesane dokusunda SOD aktivite diizeyleri.

Gruplar SOD (U/mg protein)
Kontrol 36.77 £ 8.71
Siklofosfamid 19.14 £5.74
Siklofosfamid + Ankaferd 28.47 +6.30
P degerleri
Kontrol - Siklofosfamid p<0.05
Kontrol - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05
Siklofosfamid - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunda SOD diizeyleri.

4.1.2. Mesane dokusunda MDA diizeyleri

Tablo 5’de kontrol grubu, CP grubu ve CP+Ankaferd grubundaki MDA
diizeylerine ait istatistiksel sonuclar verilmistir. Buna gére MDA diizeyleri en diisiik
olarak kontrol grubunda bulundu (21.1244.71). Siklofosfamid uygulanan grupta bu
diizeylerin anlaml olciide arttirdig1 gozlendi (44.57 + 7.26). Siklofosfamidle beraber
ankaferd alan grupta ise bu degerlerde (21.12+4.71) CP alan gruba gore Onemli

Olciide azalma gozlendi ve istatistiksel olarak da anlamliydi.

Tablo S. Mesane dokusunda MDA seviyeleri.

Gruplar MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 21.12+4.71
Siklofosfamid 44.57 £7.26
Siklofosfamid + Ankaferd 32.74 £4.01
P degerleri
Kontrol - Siklofosfamid p<0.05
Kontrol - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05
Siklofosfamid - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 5. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunda MDA diizeyleri.

4.1.3. Mesane dokusunda MPO aktivite diizeyleri

Tablo 6’da kontrol grubu, CP grubu ve CP+Ankaferd grubundaki MPO
enzim diizeylerine ait istatistiksel sonuglar verilmistir. Buna gore CP uygulanan
grupta MPO enzim diizeyleri 6nemli olciide (0.025 + 0.0042) yiiksek bulundu.
CP+Ankaferd uygulamasinin ise MPO diizeylerini azalttig1 gézlendi. Sonuglarda da

istatistiksel olarak anlamlilik mevcuttu.

Tablo 6. Mesane dokusunda MPO aktivite diizeyleri.

Gruplar MPO (u/g protein)
Kontrol 0.007 £0.0019
Siklofosfamid 0.025 +0.0042
Siklofosfamid + Ankaferd 0.012 £0.0016
P degerleri
Kontrol - Siklofosfamid p<0.05
Kontrol - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05
Siklofosfamid - Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 6. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunda MPO diizeyleri.

4.1.4. Mesane dokusunda NO seviyeleri

Tablo 7°de kontrol grubu, CP grubu ve CP+Ankaferd grubundaki NO
degerlerine ait istatistiksel sonuglar verilmistir. NO diizeyleri en yiiksek
CP+Ankaferd grubunda bulundu (0.312 £ 0.0570). Kontrol grubunda bu degerleri en
diisiik (0.255 + 0.042 ) oldugu, CP grubunda ise kontrole gore artmis oldugu (0.293

+ 0.056) gozlendi. Ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Tablo 7. Mesane dokusunda NO seviyeleri.

Gruplar NO (umol/g protein)
Kontrol 0.26 £0.04
Siklofosfamid 0.29 £ 0.06
Siklofosfamid + Ankaferd 0.31 £0.06
P degerleri
Kontrol - Siklofosfamid AD
Kontrol - Siklofosfamid + Ankaferd AD
Siklofosfamid - Siklofosfamid + Ankaferd AD

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD: anlaml degil.
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Sekil 7. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunda NO diizeyleri.

4.2. Mesane Dokusunun Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Mikroskobik odem en diisiik olarak kontrol grubunda gozlendi. Ancak bu
gruba ait hemoraji, inflamasyon ve iilserasyona rastlanmadi. Siklofosfamid ve
CP+Ankaferd alan grup arasinda da hemoraji, inflamasyon ve mukozal iilserasyon
acisindan anlamli bir fark bulunmadi. Ancak CP+Ankaferd alan grupta (4.0 £0.0)
CP alan gruba gore (3.38 +0.74) daha belirgin 6dem artis1 mevcuttu ve istatistiksel

olarak anlamliydi.

Tablo 8. Mesane dokusunda 6dem, hemoraji, inflamasyon ve mukozal iilserasyon.

Gruplar Odem Hemoraji | Inflamasyon “Mukozal
illserasyon
Kontrol 0.75+0.71 | 0.0 £0.0 0.0 +0.0 0.0+£0.0
CP 338+0.74 | 2.250 +0.7 1.88+1.0 |2.13+1.13
CP + Ankaferd 40 £0.0 |2.125+0.99 20+ 1.1 20+1.20
P degerleri

Kontrol — CP p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Kontrol — CP +Ankaferd p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
CP - CP + Ankaferd p<0.05 AD AD AD

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD=anlaml1 degil.

34




O mikroskobik 6dem

O mikroskobik hemoraji
O inflamasyon

m Ulserasyon

kontrol CP CP+ANK

Sekil 8. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubunun mesane
dokularinin histopatolojik incelenmesine ait mikroskobik ©6dem, mikroskobik
kanama, inflamasyon ve iilserasyon degerleri.

Sekil 9. Kontrol grubu; normal sinirlarda iirotelyal epitelyum ile ortiili mesane
mukozasi (HEX200).
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Sekil 10. Siklofosfamid grubu; yiizeyde iilserasyon, iilser alan1 tabaninda fibrin
varligi ve fibrozis, dagiik halde hafif ekstravaze eritrositler, belirgin 6dem
(HEX200).

Sekil 11. Siklofosfamid grubu; ylizeyde iilserasyon, iilser alan1 tabaninda fibrin
varligit ve fibrozis, dagimmik halde hafif ekstravaze eritrositler, belirgin 6dem
(HEX200).



Sekil 12. Siklofosfamid+Ankaferd grubu; yiizey epitelinde dokiilme, yilizeyde ve
submukozal alanda taze kanama alanlar1 (HEX200).

4.3. Viicut Agirhgy/Mesane Agirhigi Orani Degerlendirilmesi

Hayvanlarin, deney Oncesi gruplama yapmak amaciyla agirliklan olgiildii.
Uciincii giin deneyin sonlandirilmasiyla beraber mesaneler ¢ikarildi ve mesane
masaji yapilarak rezidii idrar bosaltildiktan sonra da mesane agirliklar: tartildi.
Mesane 6demi gozlenen hayvanlarda mesane agirliginin tiim viicut agirligina oranm
kontrol grubuyla kiyaslandiginda artmis olarak bulundu. Siklofosfamid alan grupta
(1.02 £ 0.17) kontrol grubuna gore (0.71 + 0.21) yaklasik birbucuk kat anlamli bir
artis gozlendi. CP+Ankaferd alan grupta da (0.3 £ 0.06) bu oran yalniz Siklofosfamid

alan gruba gore yine anlamli olarak yiiksek bulundu.
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Tablo 9. Viicut agirhigi (VA), mesane agirligt (MA) ve VA/MA oranlari.

Gruplar MA/VA g/mg
Kontrol 0.71 £0.21
Siklofosfamid 1.02 +0.17
Siklofosfamid + Ankaferd 105 + 0.24
P degerleri

Kontrol - Siklofosfamid p<0.05
Kontrol — Siklofosfamid + Ankaferd p<0.05
Siklofosfamid - Siklofosfamid +Ankaferd p<0.05

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 13. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunun tiim viicut agirligina oranlari.

4.4. Mesane Dokusunun Makroskobik Olarak Degerlendirilmesi;

Makroskobik kanama ve makroskobik ©dem en diisiik olarak kontrol
grubunda bulundu. Yalnizca siklofosfamid alan grupta hem makroskobik kanama

hem makroskobik d6dem kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu.
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Siklofosfamid ve Ankaferd alan grupta da bu degerler yalnizca siklofosfamid alan

gruba gore yiiksek bulunsa da anlamli degildi.

Tablo 10. Mesane dokusunda makroskobik kanama ve makroskobik 6dem.

Gruplar Makroskobik hemoraji Makroskobik 6dem
Kontrol 0.0+£0.0 1.13£0.99
Siklofosfamid 2.25+0.89 2.75+£0.46
Siklofosfamid+Ankaferd 2.38+0.74 3.00+0.0
P degerleri

Kontrol - Siklofosfamid p<0.05 p<0.05
Kontrol - CP+Ankaferd p<0.05 p<0.05

CP — CP+Ankaferd AD AD

Veriler, ortalama * standart sapma olarak verilmistir. AD: anlamli degil.
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Sekil 14. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait mesane
dokusunda makroskobik 6dem ve makroskobik hemoraji degerleri.

4.5. Hematiirinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplara ait denekler ¢alisma boyunca hergiin 2 defa hematiiri yoniinden
incelenmistir. Kontrol grubunun deney hayvanlarina ait hicbir 6l¢iimde hematiiriye

rastlanmamistir. Tek doz siklofosfamid alan grupta, ila¢ uygulamasini takiben 4 saat
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sonra yapilan Ol¢iimlerde hematiiri gozlenmeye baslamistir (3.43 + 0.2) ve deney

sonlandirilana dek devam etmistir. Tek doz siklofosfamidden bir saat evvel ankaferd

uygulanan grupta da siklofosfamid uygulamasini takiben 3. saate dipstick ile yapilan

Olciimde eser miktarda hematiiri gozlenmeye baglanmistir. Ancak yine sonraki

ankaferd uygulamalarini takiben yapilan olciimlerde hematiiri diizeylerinde azalma

gozlenmemistir. Tiim Olciimler gdoz Oniinde bulunduruldugunda ise; CP+Ankaferd

alan grupta hematiiri diizeyleri (3.6 = 0.43) sadece Siklofosfamid alan gruba gore

(3.43 £ 0.2) yiiksek bulunsada istatistiksel olarak anlaml1 degildi.

Tablo 11. Dipstick ile 6l¢iilen hematiiri diizeyleri.

Gruplar Hematiiri
Kontrol 0.0+0.0
Siklofosfamid 343+0.2
Siklofosfamid+Ankaferd 3.6+043

P degerleri

Kontrol - Siklofosfamid p<0.05
Kontrol — Siklofosfamid+Ankaferd p<0.05
Siklofosfamid-Siklofosfamid+Ankaferd AD

Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. AD

: anlamli degil.
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Sekil 15. Kontrol, Siklofosfamid ve Siklofosfamid+Ankaferd grubuna ait hematiiri

diizeyleri.
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5. TARTISMA

Yaptigimiz literatiir taramasinda ankaferdin hemarojik sistit iizerine olan
etkileriyle ilgili herhangi bir calismaya rastlanmadi. Ancak ratlar {izerinde yapilan bir
calismada mesane dokusunda olusturulan bir kesi iizerine ankaferdin 2ml’lik bir
enjektor icinde damla damla kanama durana dek uygulanmasi sonucu kanama
zamaninin kontrol grubuna gore yar1 yariya kisaldigi gosterilmistir (130).
Siklofosfamid ile olusturulan hemorajik sistit modelinde literatiirde bildirilen
siklofosfamid dozu 100-200 mg/kg‘dir. Biz de en sik kullanilan doz olan 100
mg/kg’1 tercih ettik. Ankaferd Blood Stopper, siklofosfamid uygulamasindan 1 saat
evvel ve uygulamay takiben her 12 saate bir 0,5 cc/kg olarak 3 giin siireyle iiretral
bir kateter vasitasiyla uygulandi. Yetmis ikinci saat sonunda hayvanlar sakrifiye
edildi.

Ankaferd icindeki {iiziim c¢ekirdegi ekstresindeki PCO’nun antioksidan
etkisinin vitamin C ve vitamin E siiksinat ile karsilastirildiginda daha potent oldugu
goriilmiistiir (114). Arastirmacilar, cift-kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada 20 geng
goniillii iizerinde PCO PhytosomeR’un antioksidan etkilerini degerlendirmislerdir.
Phytosome yontemi, iki kisim fosfatidilkolin ile bir kisim iiziim cekirdegi PCO
ekstresinin bir araya gelmesidir. Ortaya ¢ikan sonug, merkezdeki PCO molekiiliiniin
iki fosfatidilkolin molekiilii ile kaplandig1 tamamen yeni bir molekiildiir. Deneklere,
5 giin boyunca, 300 mg PCO Phytosome igeren 2 kapsiil veya plasebo verilmistir. C
ve E vitamini seviyelerinin de bakildig1 antioksidan aktivite tayini i¢in ¢aligmanin
basinda ve sonunda deneklerden kan alinmistir. En az 2 haftalik dinlenme
periyodundan sonra denekler diger gruba caprazlanmistir. Proantosiyanidin
Phytosome’un serum C ve E vitamini seviyeleri iizerine etkisi olmazken, serum total
antioksidan aktivitesini (TAC) oldukg¢a artirmistir. Besinci giinde dozdan 1 saat sonra
TAC 408’den 453 Bmol/l trolox esitligine artmistir (119).

Bir tek elektronun transfer yoluyla oksijene verilip indirgenmesi ile O2-
olusmaktadir. Siiperoksit dismiitaz enzimi ise O2— serbest radikalinin H202 ve O2
doniistimiinii katalizleyen bir metalloenzimdir. Ortamda O2- radikalinin artmas1 SOD
enzim aktivitesini dolayli olarak arttirmaktadir (131). Calismamizda CP verilerek HS

olusturulan grupta SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
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mevcuttu. Siklofosfamid ile beraber ankaferd alan grupta ise sadece siklofosfamid
alan gruba gore SOD aktivite diizeylerinde artis gdzlendi ve yine istatistiksel olarak
anlamlhiydi. Yalnizca siklofosfamid alan grupta SOD enzim aktivite diizeylerindeki
azalma savunma esnasindaki harcanmaya bagh olabilir. Siklofosfamid ile beraber
ankaferd alan grupta yalnmizca siklofosfamid alan gruba goére SOD enzim aktivite
diizeylerindeki artis ise ankaferd igindeki liziim cekirdeginin antioksidan enzim
kapasitesinde sebep oldugu artisa bagl olabilir.

Oksidatif stres dokuda serbest oksijen radikali artisiyla sonuclanir. Artan
SOR diizeyleri membranlarda lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipid
peroksidasyonu organizmada molekiiler hasarlara sebep olarak ©Onemli hiicresel
yapilar1 ve fonksiyonlar etkiler. Serbest oksijen radikallerinin sebep oldugu lipid
peroksidasyonunun son {iiriinleri MDA ve 4-hidroksi nonenal’dir. Malondialdehit ise
lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla bir dokuda MDA
diizeyinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttifin1 gosterir (132). Serbest
oksijen radikali iiretiminin artmasi dokuda MDA birikimine neden olur. Ankaferd
icindeki lizim c¢ekirdegi ekstresindeki PCO, fosfatidilkolin lipozomlarinin
peroksidasyonunu inhibe etmektedir (115). Bir ¢calismada, iiziim ¢ekirdegi ekstresi
serbest radikalleri tutmus ve olusumlarint  durdurmus, 6zellikle lipid
peroksidasyonunu geciktirmis ve bag dokusu yapisini indirgeyebilen enzimlerin
yikici etkisini inhibe etmistir. Diger bir in vitro calismada, {iziim cekirdegi
PCO’larin, UV-C 1sinlar1 araciligi ile olusan ¢oklu-doymamis yag asitlerinin (PUFA)
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi gosterilmistir (117). Uziim cekirdegi
proantosiyanidin ekstresi (GSPE) ile beslenmis farelerde, reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumu, karaciger ve beyin dokusunda DNA parcalanmast ve lipid
peroksidasyonunu indiikleyen 12-Otetradekanoilforbol-13-asetati (TPA) azalmstir.
Yapilan caligmalarda siklofosfamid ile indiiklenen hemorajik sistit modelinde
melatonin, alfatokoferol ve beta karoten uygulamasinin dokularda MDA seviyesini
azalttigin1 gostermislerdir (124, 132). Bizim ¢alismamizda da beklenildigi gibi CP
alan grupta MDA diizeyleri anlamli olarak yiiksekti. Siklofosfamid ve ankaferd alan
grupta ise MDA seviyesinde belirgin bir azalma vardi ve istatistiksel olarak

anlamliyda.
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Ankaferd igindeki iiziim c¢ekirdegi ekstresindeki PCO, serbest oksijen
radikalleri iizerinde konsantrasyon bagimli inhibisyon yapmaktadir(114). Uziim
cekirdegi proantosiyanidin ekstresi, doz calismalarinda, vitamin C, vitamin E
siiksinat veya bu vitaminlerin kombinasyonu ve beta-karotenden daha iyi bir serbest
radikal stipiirciisii ve oksidatif doku hasariin inhibitoriidiir (118).

Alfieri ve arkadaslar1 da CP verilen ratlarin mesane dokusundaki epitelyal
hasarlanma, asir1 I6kosit birikimi, 6dem, vaskiiler konjesyon ve plazma protein
ekstravazasyonu gibi HS bulgularindan 6zellikle iNOS ve onun iirettigi NO’nun
sorumlu oldugunu gostermislerdir (133). Serbest oksijen radikalleri, nétrofil
aktivasyonu ile birlikte lipid peroksidasyonuna ve epitelyal hasara yol agarlar. Aktive
olan notrofiller fazla miktarda oksijen tiiketimine ve hiicre membranindaki
Nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP) enziminin katalizorliigiindeki bir
reaksiyonla asir1 miktarlarda siiperoksit anyonlarin olusumuna yol acar.
Myeloperoksidaz enzimi, dokularda polimorfoniikleer lokositlere spesifik bir
enzimdir. Doku Iokosit diizeyini gostermede yol gostericidir (134). Bizim
calismamizda da siklofosfamid alan grupta MPO diizeyleri beklendigi gibi anlamh
olarak yiiksekti. Siklofosfamid ile birlikte ankaferd alan gruptada yalnmizca
siklofosfamid alan gruba gore anlamli olarak diisikk gozlendi. Bu diisiis ankaferd
icindeki iiztim cekirdegi proantosiyanidin ekstresinin serbest radikalleri siipiiriici ve
oksidatif doku hasar1 inhibisyonu yapici etkisine bagl olabilir.

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda artmis NO seviyelerinin siklofosfamidin
mesaneye olan zararli etkilerinden sorumlu olan en Onemli mediator oldugu
bildirilmistir (12). Bununla birlikte Siklofosfamidin indiikledigi hemorajik sistit
patogenezine IL-1 beta, TNF-alfa, PAF gibi inflamatuar mediatorlerin aracilik
ettigini gostermistir (7,28). Ratlar iizerinde yapilan bir ¢calismada da iNOS enziminin
artmis oldugu CP’ye bagli HS de ratlara anti- TNF-alfa serumu verilmesinin mesane
O0demini azalttigr ve bunun da NOS enziminin indiiklenebilmesi i¢in inflamasyonlu
mesanenin TNF-alfa ve PAF gibi mediatorlere gereksininim duydugunu gostermistir
(135). Alfieri ve arkadaslar1 da CP verilen ratlarin mesane dokusundaki 6dem, epitel
hasari, yliksek oranda 16kosit birikimi, , vaskiiler konjesyon ve plazma proteinlerinin
ekstravazasyonu gibi HS bulgularindan 6zellikle iNOS’un ve onun iirettigi NO’nun

sorumlu oldugunu gostermislerdir (136). Son zamanlarda cesitli NOS inhibitorleri

43



kullanilarak NOS enziminin bloke edildigi deneysel HS modellerinde CP’ye bagh
hasarlanmanin histopatolojik olarak belirgin azaltildigr gosterilmistir (29, 136).
Bizim ¢alismamizda da Siklofosfamid alan grupta NO seviyeleri anlamli olmasa da
kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu. Siklofosfamidle beraber ankaferd alan
gruptada sadece Siklofosfamid alan gruba gore yiiksek ¢ikmakla beraber anlamli
degildi. Bu caligmada ankaferd uygulamasinin NO diizeyleri iizerinde etkinligi
bulunamadi.

Ankaferd ile normal steril gazli bez, cilt, cilt alt1 kesilerinde meydana gelen
kanamanin kontrolii tizerine etkileri arasinda fark olup olmadiginin arastirilmasi igin
yapilan bir calismada ABS kullanilan hastalarda kanamanin daha kisa siirede
durduruldugu ve daha az oranda tekrarladigr ve sonuglarin istatististiksel olarak
anlamli ¢iktigr bildirilmistir (84). Bobrek yetmezligi, dissemine intravaskiiler
koagiilasyon, ilag kullanimi ve kalitsal kanama diyatezli olgularin yiizeyel
kanamalarinda ve hepatik yetmezlik ve hipersplenizme bagli edinsel kanama
diyatezlerinde de ABS kullamimiyla ilgili kritik kanamalara ait topikal kontrole
iliskin olgu caligmalar1 da bildirilmistir (92, 92). ABS uygulamasiyla ilgili bir baska
olguda Ust gastrointestinal sistem kanamasi olan bir hastaya endoskopik biyopsi
bolgesine topikal ABS uygulamasininda ani kanama kontroliinde etkili oldugu
bildirilmektedir (96). Lokal kanamasi olan kirim Kongo kanamali atesi hastalarinda
da, ABS’in hemostaz {izerine etkinligi ve yan etkileri arastirilmis, epistaksis, dis eti
ve hemoroid kanamalar1 ile intravendz enjeksiyon bolgesindeki cilt kanamalarinda
lokal kullanimiyla kanamayi kontrol altina aldigi, sistemik yan etki, ilaci tolere
edememe ve irritasyon, 0dem, kizariklik kasinti, dokiintii benzeri lokal yan etkilerin
goriilmedigi bildirilmistir (100). Bizim yaptigimiz ¢alismada hayvanlari hematiiri
yoniinden takip i¢in deney siiresince giinde 2 kez dipstick ile ol¢iimler yapildi.
Kontrol gruplarinda herhangi bir kanama yoktu. Siklofosfamid alan grupta hematiiri
gozlendi. Ancak siklofosfamid ile beraber ankaferd alan grupta sadece siklofosfamid
alan gruba gore hematiiri yoniinden anlamli bir fark bulunmadi. Mesanenin
histopatolojisi degerlendirildiginde ise; kontrol grubunda, hemoraji, inflamasyon ya
da mukozal iilserasyon saptanmadi ancak Odem gelistigi goriildi. Yalmzca
siklofosfamid alan grupta 6dem, hemoraji, inflamasyon ve {ilserasyon goézlendi.

Siklofosfamid ve ankaferd alan grupta da histopatolojik olarak yalnizca
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siklofosfamid alan gruba gore, daha yiiksek oranda 6dem bulunsa da hemoraji,
inflamasyon ve mukozal iilserasyon acisindan anlamli bir farklilik saptanmadi. Bu
sonuglarla korele olarak da mesane 6demi belirteci olan, mesane agirliginin tiim
viicut agirhigina orani siklofosfamid ile ankaferd alan grupta sadece siklofosfamid
alan gruba gore yine anlamli olarak yiiksek c¢ikmistir. Mesanenin makroskobik
incelenmesinde ise kontrol grubunda kanamaya rastlanmadi ancak ddem mevcuttu.
Yalnizca siklofosfamid alan grupta ise 6dem ve kanama anlamli olarak artmis
bulundu. siklofosfamid ve ankaferd alan grupta ise bu degerler siklofosfamid alan
gruba gore artmis olarak bulunsa da istatistiksel olarak anlamli degildi. Kontrol
gruplarinin mesanesinde 6dem olmasi hayvanlarin sakrifiye edilmesi sirasinda ya da

sonrasinda mesane iizerinde olusan travmadan kaynaklaniyor olabilir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda ankaferd tedavisinin SOD enziminin aktivite diizeylerini
arttirmasinin, MPO  aktivite diizeylerini azaltmasinin, MDA seviyelerini
diisirmesinin  ankaferdin  hemorajik  sistitteki ~ antioksidan  ©zelliklerinden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Ancak NO seviyeleri ve histopatolojik hasara kars1
yetersiz kalmasi, deneysel H.S’de ankaferd ilk kez kullanilmis oldugu i¢in heniiz
standart bir ankaferd dozu bulunmamasi ve deneysel HS’de ankaferdin hangi siirede
verileceginin tam olarak bilinememesi olabilir. Bununla birlikte ¢alisma ankaferdin
sadece akut donemdeki etkilerine yoOneliktir ve uzun vadede ilacin etkinligi
bilinmemektedir. Klinik ve histopatolojik iyilesme saglanabilmesi icin ise ankaferdin
hangi dozda ve hangi siirede verilecegine ve uzun vadedeki etkilerine yonelik yeni

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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