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ÖZET 

SIÇANLARDA SİKLOFOSFAMİD UYGULAMASINA BAĞLI TESTİS 

HASARININ ÖNLENMESİNDE VE/VEYA TEDAVİ EDİLMESİNDE 

BERBERİN’İN ETKİSİ 

Çalışmamızda sıçanlarda farklı dozlarda oral berberin uygulamasının 

intraperitoneal (i.p.) uygulanan siklofosfamide (CP) bağlı testis hasarı üzerine 

koruyucu ve/veya terapötik etkisi incelenmiştir. Bu amaçla toplam 40 adet 

Sprague-Dawley erkek sıçan her grupta 8’er hayvan olacak şekilde 5 gruba 

ayrılmıştır. Kontrol grubuna 14 gün boyunca SF oral olarak uygulanmıştır. 

Kontrol grubuna 8.gün i.p. SF uygulanmıştır. CP, ber75, ber150, ber300 

gruplarına ise 8. günde 200 mg/kg tek doz i.p. CP enjeksiyonunun öncesinde 7 

gün ve sonrasında 7 gün olmak üzere, CP grubunda SF ve tedavi gruplarında 

da 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarında berberin gavaj yoluyla 

uygulanmıştır. Son tedavi dozundan 24 saat sonra genel anestezi ve ötenazi 

sonrasında hayvanların testis dokuları alınmış ve birisi histolojik inceleme ve 

immunohistokimyasal apoptoz değerlendirmesi için diğeri de homojenat 

hazırlamak için kullanılmıştır. Morfometrik ölçümler için vücut ağırlıkları ve 

testis ağırlıkları değerlendirilmiştir. Testis homojenatında oksidatif stres ve 

sitokin düzeyleri değerlendirilmiştir. Çalışmamızda CP vücut ağırlığı ve testis 

ağırlığında önemli bir değişikliğe sebep olmamış, berberin tedavisi ise vücut 

ağırlığını anlamlı ölçüde azaltmıştır. Yine oksidatif stres belirteçleri ve sitokin 

düzeyleri açısından anlamlı bir değişiklik gözlenmemiş olmakla birlikte 

histolojik olarak CP verilen grupta dejeneratif değişiklikler ve apoptotik 

bulgular olduğu ve bu bulguların berberin tedavisi ile artan dozlarla birlikte 

artacak şekilde iyileştiği saptanmıştır. Sonuç olarak, bu çalışmada berberin 

tedavisinin CP ile oluşturulan testis hasarı üzerine oksidatif stres ve 

inflamasyon aracılı olmaktan ziyade anti-dejeneratif ve anti-apoptotik etkiler 

gösterdiği saptanmıştır. 

 Anahtar kelimeler: Berberin, siklofosfamid, sıçan, testis hasarı 
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SUMMARY 

THE EFFECT OF BERBERINE ON THE PREVENTION AND / OR 

TREATMENT ON CYCLOPHOSPHAMIDE INDUCED TESTICULAR 

DAMAGE IN RATS 

In our study, the protective and/or therapeutic effect of oral berberine 

treatment in different doses on cyclophosphamide-induced testicular injury 

was investigated in rats. For this purpose, a total of 40 male Sprague-Dawley 

rats were divided into 5 groups with 8 animals in each group.  The control 

group was administered orally in SF for 14 days. Saline solution was applied 

to control group by ip on day 8. In CP, ber75, ber150 and ber300 groups, 200 

mg / kg single dose of i.p CP was administered on Day 8 with administering 

SF, 75 mg / kg, 150 mg / kg and 300 mg / kg berberine by oral gavage for 7 

days before and after the CP injection, respectively. After 24 hours of the last 

treatment dose, testicular tissues were removed in animals under general 

anesthesia and after euthanasia, and then one was used for histological 

examination and immunohistochemical apoptosis evaluation and the other 

was used to prepare testis homogenate. Body weights and testis weights were 

evaluated for morphometric measurements. Oxidative stress and cytokine 

levels were evaluated in testis homogenate. In our study, CP did not cause a 

significant change in body weight and testis weight, whereas berberine 

treatment significantly decreased body weight. Although no significant change 

was observed in terms of oxidative stress markers and cytokine levels, 

degenerative changes and apoptotic findings were found in the CP group; 

which were improved significantly with increasing doses of berberine 

treatment. In conclusion, in this study, it was found that treatment with 

berberine showed anti-degenerative and anti-apoptotic effects rather than 

affecting oxidative stress and inflammatory pathways in CP-induced testicular 

damage. 

Key words: Berberine, cyclophosphamide, rat, testicular injury 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Siklofosfamid (CP) over, meme ve küçük hücreli akciğer karsinomları gibi 

çeşitli epitelyal tümörlerin yanı sıra bazı hematolojik malignitelerin 

tedavisinde (Emadi, Jones, Brodsky, 2009) ve ayrıca greft reddinin önlenmesi 

ile bazı kronik otoimmün hastalıkların tedavisinde kullanılan immun 

baskılayıcı bir ajandır (Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017). 

Etkinlik göstermesi için enzimatik biyoaktivasyon gerektiren inaktif bir ön 

ilaç olan CP enzimatik reaksiyonlar sonucunda fosforamid hardalı ve 

akroleine dönüşerek etkinlik kazanır. 

Siklofosfamidin aktif alkilasyon ajanı olan fosforamid hardalı, DNA’da 

guaninin azot ve oksijen atomlarına alkil gruplarının eklenmesine neden 

olmaktadır. Oluşan alkillenmiş guanin, sitozin için afinitesini yitirmekte ve 

DNA çapraz bağlanmasına yol açmaktadır. DNA ipliklerinin çapraz 

bağlanması hücre büyümesine, mitotik aktivitenin farklılaşmasına ve 

fonksiyonunun bozulmasına neden olmaktadır (Vernet, Aitken, Drevet, 2004; 

Ponticelli, Escoli, Moroni, 2018). Bu da DNA replikasyonu ve 

transkripsiyonunda bozulmaya yol açmaktadır. CP’nin diğer aktif metaboliti 

olan akroleinin hemorajik sistite ve testiste apoptotik değişikliklerle birlikte 

insan fertilitesine olumsuz etkilerinin görüldüğü çalışmalar bulunmaktadır 

(Türk, Sakin, Sönmez, Ateşşahin, 2010; Drumond, Wang, Chiarini-Garcia, 

Eras-Garcia, Meistrich, 2011). Bunların haricinde CP uygulamasına bağlı 

olarak testis ağırlıklarında azalmaların olduğu çalışmalar da mevcuttur 

(Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017). CP testisin germinal 

epitelinin aplazisini, sonuçta oligospermiyi ve hatta azospermiyi indükleyebilir 

(Latta, von Schnakenburg, Ehrich, 2001). Ayrıca CP maruziyetinden sonra 

sperm konsantrasyonunda ve hareketliliğinde belirgin bir azalma görülen 

çalışmalar da vardır (Ghobadi, Moloudizargari, Asghari & Abdollahi, 2017). 

Bunun mekanizmaları DNA hasarının indüksüyonunu, proteinlerde kritik 

tiyol gruplarının peroksidasyonunu, membran lipit peroksidasyonunu, 

mitokondride oksidatif stresi ve trikarboksilik asit döngüsünde yer alan 

enzimleri azaltmayı içermektedir (Selvakumar, Prahalathan, Mythili vd., 
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2005). Reaktif oksijen türlerine (ROS) maruz kalmanın ATP 

konsantrasyonunu ve sperm hareketliliğini azalttığını gösteren çalışmalar da 

mevcuttur (De Lamirande & Gagnon, 1992). 

Obez olmayan diyabetik (NOD) farelerle yapılan bir çalışmada berberinin 

Tümör Nekroz Faktör-α (TNF-𝛼), interlökin-6 (IL-6), interferon-𝛾 (IFN𝛾) ve IL-

17 gibi proinflamatuar sitokinlerin üretimini azalttığı, IL-10/IL-1β, IL-10/IL-6 

ve IL-10/TNF-α gibi anti-inflamatuar/proinflamatuar sitokin oranlarını 

arttırdığı, bir başka  çalışmada da antioksidan aktivite gösterdiği bildirilmiştir 

(Maritim,  Sanders & Watkins III, 2003; Ceballos-Picot, Witko-Sarsat, Merad-

Boudia  vd., 1996; Cui, Qin,  Zhang, Gong, Ge & Zang, 2009; Chueh & Lin, 

2012). Tüm bu çalışmalar bize testis hasarında ve/veya önlenmesinde 

berberinin klinik açıdan etkili olabileceğini düşündürmektedir. Bildiğimiz 

kadarıyla berberinin CP ile oluşturulan testis hasarı üzerine etkisinin 

incelendiği bir çalışma bulunmadığından berberinin bu koşullarda etkisinin 

araştırılması bu çalışmayı değerli kılmaktadır. CP uygulamasına bağlı testis 

hasarının önlenmesinde ve/veya tedavi edilmesinde berberinin etkilerinin 

araştırılması çalışmamızın amacını oluşturmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Siklofosfamid 

Hardal gazlarının periferik kan lenfositlerinde azalmaya neden olduğu 

gözlemi azot-hardal türevlerinin sitotoksik özelliklere sahip olduğunun 

keşfedilmesine yol açmıştır (Arnold, Bourseaux, Brock, 1958). 1958’de Norbert 

Brock tarafından sentezlenen, ilk kez de 1959 yılında kanser tedavisinde 

kullanılan ester yapısında olan (şekil 2.1) siklofosfamid (CP), hardal alkilleyici 

ajanların oksazafosfor ailesinin bir üyesidir (Brock & Wilmanns, 1958; 

Madondo, Quinn, Plebanski, 2016). Sitostatik aktiviteyi göstermek için 

enzimatik biyoaktivasyon gerektiren inaktif bir ön ilaç olan CP enzimatik 

reaksiyonlar sonucunda fosforamid hardalı ve akroleine dönüşerek etkinlik 

kazanır. Klinik kullanıma ilk giren antikanser ilaçlardan birisi olan CP 

antineoplastik ve immünosüpresif etkileri nedeniyle yaygın olarak kullanılan 

aktif bir alkilleyici ajandır (Brock & Wilmanns, 1958; Ahmed & Hombal, 

1984). CP geniş bir doz aralığında hem oral hem de parenteral yolla 

kullanılabilir. Veriliş yolu, doz ve süre genellikle hastalığa göre 

belirlenmektedir. Dozlar, 2-6 mg/kg (düşük doz) ile 145 mg/kg’dan (6000 

mg/m2) daha büyük dozlara (yüksek doz) kadar değişen geniş bir aralıktadır 

(Ahmed & Hombal, 1984). 

 

Şekil 2.1. Siklofosfamidin kimyasal yapısı 
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2.1.1. Endikasyonları 

Siklofosfamid over, meme ve küçük hücreli akciğer karsinomları gibi 

çeşitli epitelyal tümörlerin yanı sıra, malign lenfoma ve lösemi dahil olmak 

üzere hematolojik malignitelerin tedavisinde de oldukça etkili bir ilaçtır 

(Emadi, Jones & Brodsky, 2009). İmmünosüpresif etkisi nedeniyle greft 

reddinin önlenmesi, romatoid artrit, myastenia gravis, multiple skleroz (MS) 

ve sistemik lupus eritmatozus (SLE) gibi kronik otoimmün hastalıkların 

tedavisinde de oral yoldan kullanılmaktadır (Ghobadi, Moloudizargari, 

Asghari & Abdollahi, 2017).   

2.1.2. Farmakodinami 

Alkilleyici ajanların temel farmakolojik aktivitesi, esas olarak DNA 

ipliklerini çapraz bağlayarak hücre büyümesinin, mitotik aktivitenin, 

farklılaşmanın ve fonksiyonunun bozulması üzerinedir (Vernet, Aitken, 

Drevet, 2004). CP’nin aktif alkilasyon ajanı, fosforamid hardalıdır (Ponticelli, 

Escoli, Moroni, 2018). Aktif metabolit olan fosforamid hardalı, DNA 

nükleotitlerini oluşturan dört azot bazından biri olan guaninin azot ve oksijen 

atomlarına alkil gruplarının (-CH3(metil), -C2H5(bütil) gibi fonksiyonel grup) 

eklenmesine neden olur. Alkillenmiş guanin, sitozine olan afinitesini yitirir ve 

timine bağlanır. Bunun sonucunda anormal çiftler oluşturarak DNA çapraz 

bağlanmasına yol açar, tek zincir kırılmasına neden olur; böylece DNA 

replikasyonunu önler ve hücre apoptozuna sebep olur (Ponticelli, Escoli, 

Moroni, 2018; şekil 2.2). Molekülde oluşan iki reaktif kısım nedeniyle, 

iplikçikler arası çapraz bağlar oluşur (Fleer & Brendel, 1981). Bu nedenle 

CP’nin etkileri hücre döngüsünden bağımsızdır. Bölünme evresindeki 

hücrelere karşı belirgin bir etki gösterir ve aynı zamanda hareketsiz hücreleri 

de alkilleyebilir. Bununla birlikte, çoğalma yapmayan hücrelerde alkilasyon 

sürecinde, DNA hasarı bir sonraki hücresel bölünmeden önce onarım 

sistemleri (anormal bazların çıkarılması ve değiştirilmesi dahil) ile 

düzeltilebilir.  
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Şekil 2.2. Siklofosfamidin etki mekanizması (Ponticelli vd., 2018) 

Bağışıklık sistemi genellikle, kanser hücrelerini, hücre yüzeyindeki MHC 

proteinleri yoluyla ‘‘yabancı’’ olarak tanımlayarak kanseri önler ve doğal 

öldürücü hücreler (NK), sitotoksik T hücreleri ve diğerleri gibi 

immünokompetan hücreler tarafından saldırıya uğrar (Candeias & Gaipl, 

2016). Fakat hem T hem de B lenfositleri, CP’nin etkilerine duyarlıdır. İlaç 

özellikle B hücrelerinin sentezlediği antikor üretimini azaltmada etkilidir. 

Fosforamid hardalı sadece düşük düzeylerde aldehit dehidrojenaz içeren 

hücrelerde oluşturulduğundan T hücreleri aldehit dehidrojenazın farklı 

ekspresyonu ile ilişkili olarak CP’ye karşı farklı duyarlılık gösterebilir. 

Düzenleyici T hücreleri, artmış aldehid dehidrojenaz ekspresyonuna sahiptir 

ve fosforamide dirençli hale gelebilir (Ponticelli vd., 2018). 

2.1.3. Farmakokinetik 

Siklofosfamidin farmakokinetiği ile ilgili çok fazla veri yayınlanmıştır. 

Çalışmaların çoğu i.v. ya da oral yolla, monoterapi ya da kombinasyon tedavisi 

şeklinde uygulanan ana bileşik üzerine yoğunlaşmıştır.  

Siklofosfamidin eliminasyon, yarılanma ömrü geniş bir konsantrasyon 

aralığında (5-9 saat arasında) değişmektedir. Plazma yarı ömrü çocuklarda ve 

genç erişkinlerde yetişkinlere göre artmış Sitokrom P (CYP) aktivitesinin bir 

sonucu olarak daha kısa bulunmuştur. CP’nin total sistemik klirensi, büyük 

kısmı nonrenal klirens olmak üzere 4-5 L/saattir. CP plazma proteinlerine 

düşük oranda bağlanmakta ve renal klirensinin düşük olması, tübüler 

reabsorpsiyonunun fazla olmasından kaynaklanabilmektedir (Jardine, 

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

Guanin Sitozin 

Timin Adenin 
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Smyth vd., 1979; Edwards, Calvert, Crowther vd., 1980; Juma, Rogers, 

Trounce, 1979a; Juma, 1984). CP’nin renal klirensinin ise idrar miktarına 

bağlı olduğu gösterilmiştir. Dolayısıyla fazla hidrasyon renal klirensini 

artırabilmektedir (Busse, Busch, Bohnenstengel vd., 1997; Joqueviel, Martino, 

Gilard vd., 1998). Yirmidört saatlik idrar miktarı ile idrarda saptanan 

değişmemiş CP fraksiyonu arasında anlamlı bir ilişki rapor edilmiştir (Busse, 

Busch, Schweizer vd., 1999). CP’nin sanal dağılım hacmi total vücut sıvısına 

denk gelecek şekilde 30-50 L’dir. 

En son çalışmalar CP’nin metabolitleri olan; 4-hidroksisiklofosfamid, 

fosforamid hardalı, 2-dikloroetilsiklofosfamid, 4-ketosiklofosfamid, 

alkofosfamid ve karboksifosfamidin plazma farmakokinetiğinden bahsetmiştir: 

2.1.3.1. Emilim 

Siklofosfamidin 5 dk-2 saat gibi kısa süreli i.v. infüzyonundan sonra, 4-

hidroksisiklofosfamid, fosforamid hardalı, 2-dikloroetilsiklofosfamid ve 

alkofosfamid sırasıyla 0,5-3 saat, 3-6 saat, 8-15 saat ve 4 saatte maksimum 

düzeye ulaşır. Oral yolla uygulandığında absorpsiyonu iyidir; 1-3 saatte 

maksimum düzeylere ulaşır ve oral biyoyararlanımı %85-100’dür (Bagley, 

Bostick, DeVita, 1973; Juma, Rogers, Trounce, 1979; D’Incalci, Bolis, 

Facchinetti vd., 1979; Gheuens, Slee, De Bruijn, 1990; Struck, Alberts, 

Hornevd, 1987; Wagner & Feneberg, 1984). Oral verilmesiyle oluşan 

metabolizma kalıbı, i.v. infüzyonla verilene benzer. Yapılan bir çalışmada CP 

aynı dozlarda oral ve i.v. yolla verildiğinde 4-hidroksisiklofosfamid ve 

fosforamid hardalının benzer maruziyetler gösterdiği sonucuna varılmıştır 

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

2.1.3.2. Dağılım  

Siklofosfamid ve metabolitlerinin vücut sıvılarına dağılımı sınırlıdır. 

Beyin omurilik sıvısında (BOS) fosforamid hardalı ve CP saptanırken, 

karboksifosfamid ve 2-dikloroetilsiklofosfamid bulunamamıştır (Jardine, 

Fenselau, Appler vd., 1978; Yule, Price, Pearson vd., 1997; Fuks, Egorin, 

Aisner vd., 1981). Tükürükteki CP konsantrasyonları plazmadaki serbest CP 

düzeyleri ile aynı bulunmuştur (Juma, Rogers, Trounce, 1979). 
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Siklofosfamid ve metabolitlerinin farmakokinetik profilleri yapılan 

çalışmalarda büyük farklılıklar göstermektedir. Hastalar arasındaki 

metabolik farklılıklar; 4-hikroksilasyon, N-deklorometilasyon ve CP’nin renal 

eliminasyonu arasındaki dengenin değişmesi yanında aldehid dehidrojenaz 

aktivitesindeki farklılıklar nedeniyle de olabilir. 

2.1.3.3. Metabolizma 

Siklofosfamid, yaygın olarak hem aktif hem de inaktif metabolitlerine 

dönüşebilen bir ön ilaçtır (Sladek, 1988). Metabolizması şekil 2.3’de 

gösterilmiştir.  

 

 

         Siklofosfamid                        Dikloroetilsiklofosfamid         Kloroasetaldehit 

 

Glutatyonil           4-hidroksisiklofosfamid                Aldofosfamid                     Karboksifosfamid 

siklofofamid 

 
           4-ketosiklofosfamid                 Fosfaramid hardalı              Akrolein 

 

 

Şekil 2.3. Siklofosfamidin metabolizması 
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2.1.3.3.1. Aktivasyon 

Siklofosfamidin oral uygulamadan sonra, absorbsiyon oranı çok yüksektir 

(Ahlmann & Hempel, 2016). Karaciğer CP aktivasyonunda en önemli organdır. 

Verilen CP dozunun yaklaşık %70-80’i hepatik mikrozomal oksidazlar 

(Sitokrom P450 enzim sistemi) tarafından açık halkalı tautomeri aldofosfamid 

ile denge halinde olan 4-hidroksisiklofosfamide dönüştürülür (Fenselau, Kan, 

Rao vd., 1977; Connors, Cox, Farmer vd., 1974). 4-hidroksisiklofosfamid ve 

aldofosfamid genel yöntemlerle ayırt edilemediğinden, 4-hidroksisiklofosfamid 

ismi hem 4-hidroksisiklofosfamid hem de aldofosfamidi belirtmek için 

kullanılmaktadır. İnsanlarda özellikle en yüksek hidroksilaz aktivitesi 

gösteren CYP2B6 olmak üzere CYP2A6, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9, 

CYP2C18 ve CYP2C19 dahil çeşitli CYP izoenzimlerinin biyoaktivasyona 

katkıda bulundukları gösterilmiştir (Chang, Weber, Crespi vd., 1993; Xie, 

Yasar, Lundgren vd., 2003). 

 4-hidroksisiklofosfamid kolaylıkla hücrelere diffüze olur ve sitotoksik 

değildir (Boyd, Robbins, Egan vd., 1986). Stabil olmadığından spontan olarak 

akroleinin -eliminasyonu ile fosforamid hardalına ayrışır (Friedman, 

Wodinsky, Myles, 1976; Connors, Cox, Farmer vd., 1974; Völker, Dräger, Peter 

vd., 1974; Alarcon & Meienhofer, 1971). Bu dönüşüm kısmen albümin ve diğer 

proteinler tarafından katalize edilir (Voelker, Bielicki, Hohorst, 1981; Hohorst, 

Bielicki, Voelcker, 1986). Fosforamid hardalı, bifonksiyonel DNA alkilleyici 

ajandır ve CP’nin alkilleyici etkisinden sorumlu olan nihai metabolit olduğu 

düşünülmektedir (Colvin, Brundrett, Kan vd., 1976; Sladek, 1988; Connors, 

Cox, Farmer vd., 1974; Struck, Kirk, Witt vd., 1975). Ancak, dolaşımdaki 

fosforamid hardalı fizyolojik pH’da büyük oranda iyonize olduğundan ve 

hücrelere giremediğinden sitotoksik etkiye katkısı yoktur (Boyd, Robbins, 

Egan vd., 1986). Fosforamid hardalının sadece hücre-içi fraksiyonunun 

sitotoksik olduğu düşünülmektedir. 4-hidroksisiklofosfamidin hücrelere 

kolayca geçmesi ve hücre içinde fosforamid hardalının kendiliğinden serbest 

kalmasından dolayı, hücrelere fosforamid hardalı veren bir taşıyıcı molekül 

olarak işlev görebilir. 4-hidroksisiklofosfamidin sistemik konsantrasyonları 

CP’nin intraselüler aktivasyon durumunu yansıtabilir (Sladek, 1988). Ancak, 
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CP’nin intratümoral aktivasyonunun intratümoral CYP enzimleri tarafından 

belirlenmesi muhtemeldir. Eritrositler içindeki yüksek 4-hidroksisiklofosfamid 

konsantrasyonları plazma ile karşılaştırılmıştır (Highley, Harper, Slee vd., 

1996; Highley, Schrijvers, Van Oosterom vd., 1997). Eritrositlerin 4-

hidroksisiklofosfamidin tümör dokusuna taşınmasında aracı oldukları 

düşünülmektedir. Eritrositlerde plazmadan daha yüksek düzeylerde CP 

konsantrasyonları rapor eden çalışmalara karşın, bazı araştırıcılar kan ve 

plazmada benzer CP düzeyleri bildirmişlerdir (Chen, Kennedy, Anderson vd., 

1997; Anderson, Chen, Colvin vd., 1996). 

 Akrolein 4-hidroksisiklofosfamidin fosforamid hardalına ayrışması 

sırasında açığa çıkan yüksek oranda reaktif aldehiddir ve muhtemelen 

konjugasyon ile hücresel glutatyon (GSH) tükenmesine yol açarak CP 

kaynaklı hücre hasarını artırır. Akrolein, idrarda 3-OH merkaptopürik asit 

olarak itrah edilir (Alarcon, 1976). GSH, reaktif elektrofillerin 

detoksifikasyonunda rol oynar ve 4-hidroksisiklofosfamidin fosforamid 

hardalına dönüşümünü sınırlayarak hücreleri toksik etkisinden korur. 

Hücresel GSH’nin tükenmesiyle, akrolein CP sitotoksisitesine katkıda bulunur 

(Crook, Souhami, Whyman vd., 1986; Gurtoo, Hipkens, Sharma, 1981; Lee, 

1991). Diğer taraftan akrolein DNA’ya kovalent bağlanarak DNA iplikçikleri 

arasında ve DNA proteinleri arasında çapraz bağlar oluşturur (Crook, 

Souhami & McLean, 1986). Dahası akrolein, DNA sentezi, RNA 

transkripsiyonu, hücre membran bütünlüğü ve metabolizması için gerekli olan 

kritik proteinleri de inaktive eder (Gurtoo, Hipkens, Sharma, 1981). Örneğin, 

CP verilmesinden sonra akroleinin CYP enzim miktarını ve aktivitesini 

azalttığı gösterilmiştir (Marinello, Gurtoo, Struck vd., 1978). 

2.1.3.3.2. N-dekloroetilasyon 

Siklofosfamid yan zincir oksidasyonu ile doğrudan inaktif metaboliti 2-

diklorooetilsiklofosfamide dönüşür. Bu reaksiyon, özellikle CYP3A4 tarafından 

katalize edilir ve kloroasetaldehit ile eşit molar miktarda 

dikloroetilsiklofosfamid oluşur (Connors, Cox, Farmer vd., 1974; Ren, Yang, 

Kalhorn vd., 1997; Huang, Roy, Waxman, 2000; Yu & Waxman, 1996; 
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Bohnenstengel, Hofmann, Eichelbaum vd., 1996). CP’nin %5’inden azı bu 

şekilde idrarla atılır (Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd., 

1995). Ancak, deklorooetilasyon ve birlikte kloroasetaldehid oluşumu, CP’nin 

bir izomeri olan ifosfamidin eliminasyonunda önemli rol oynar. 

Kloroasetaldehidin direkt sitotoksik olduğu in vivo ve in vitro çalışmalarda 

gösterilmiştir (Borner, Kisro, Bruggemann vd., 2000; Bruggemann, Kisro & 

Wagner, 1997). Ayrıca, ifosfamid için gösterilenlerle benzer bir şekilde 

kloroasetaldehit, hücre içi GSH’nin tükenmesine bağlı olarak fosforamid 

hardalının sitotoksisitesini artırabilmektedir (Lind, McGown, Hadfield vd., 

1989). 

2.1.3.3.3. Detoksifikasyon 

Hem 4-hidroksisiklofosfamid hem de aldofosfamid oksidatif reaksiyon ile 

geri-dönüşümsüz olarak 4-ketosiklofosfamid ve karboksifosfamide yıkılır 

(Struck, Kirk, Witt vd., 1975; Hohorst, Ziemann, Brock, 1971; Takamizawa, 

Tochino, Hamashima vd., 1972). Her iki metabolitin de alkilleyici özelliği 

yoktur ve toksisiteye katkıda bulunmazlar. Aldofosfamidden karboksifosfamid 

oluşumu CP’nin en önemli metabolik detoksifikasyon yoludur. Aldehid 

dehidrojenaz-1 enzimi aldofosfamidden karboksifosfamid oluşumunda önemli 

rol oynayan enzimlerden biridir (Hilton, 1984a; Kohn, Landkamer, Manthey, 

Ramsay, Sladek, 1987). En yüksek aldehid dehidrojenaz-1 düzeyleri 

karaciğerde bulunur; ancak, eritrositler gibi birçok dokuda da düşük 

düzeylerde mevcuttur. Aldehid dehidrojenazın katalize ettiği detoksifikasyon 

reaksiyonu aldofosfamidin fosforamid hardalına dönüşümünü sağlayan bir 

aktivasyon reaksiyonu ile yarışır. İlaca maruz kalma sırasında ortama aldehid 

dehidrojenaz inhibitörünün eklenmesi, hücrelerin CP’nin sitotoksik etkisine 

duyarlığını artırabilir (Sladek, 1988; Cox, Phillips & Thomas, 1976; Hilton 

1984a; Sladek & Landkamer,  1985). Ayrıca CP’nin sitotoksik etkisine dirençli 

tümörlerin sıklıkla aldehid dehidrojenaz-1A1’i ya da aldehid dehidrojenaz-

3A1’i aşırı eksprese ettiği görülmektedir (Manthey & Sladek, 1989; Moreb, 

Schweder, Suresh vd., 1996; Sreerama & Sladek, 1993; Yoshida, Dave, Han 

vd., 1993; Hilton, 1984). CP verilmesini takiben aldofosfamidin 

karboksifosfamide dönüşüm hızında yavaşlama ile sonuçlanan aldehid 
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dehidrojenaz-1A1 aktivitesinde bir azalma olduğu gözlenmiştir (Ren, Kalhorn, 

McDonald vd., 1998). Bu, akrolein tarafından aldehid dehidrojenaz-1’in 

deaktivasyonuna bağlıdır (Ren, Kalhorn & Slattery, 1999). 

 Karboksifosfamidin oksidasyonu yanında, aldofosfamid bir aldoredüktaz 

ile alkofosfamide indirgenir (Parekh & Sladek, 1993). Aldofosfamidin sadece 

küçük bir kısmının detoksifikasyonunu sağlayan bu reaksiyon geri-

dönüşümlüdür (Dockham, Sreerama & Sladek, 1997). Alkol dehidrojenaz 4-

hidroksisiklofosfamidin oksidasyonunda rol alır ve onun 4-ketosiklofosfamide 

dönüşümünü sağlar. 

 4-hidroksisiklofosfamid, fosforamid hardalı ve akroleinin 

detoksifikasyonu spontan gelişen ya da Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi 

aracılığı ile gerçekleşen intraselüler GSH konjugasyonu ile sağlanır (Crook, 

Souhami, Whyman vd., 1986; Richardson & Siemann, 1995; Dirven, Van 

Ommen, Van Bladeren  1994; Peters , Jollow & Stuart, 1991; Gamcsik, Dolan, 

Andersson vd., 1999; D’Incalci, Bonfanti, Pifferi vd., 1998; Tanner, Hengstler, 

Dietrich vd., 1997; Alarcon, 1976; Gurtoo, Hipkens & Sharma, 1981; Lee, 

1991). Bununla birlikte, bir çalışmada detoksifikasyon derecesinin bir (kanser) 

hücrenin, GST ekspresyon seviyelerini arttırma ve kemoterapinin indüklediği 

strese bir cevap olarak hücrede GSH konsantrasyonlarını arttırma yeteneğine 

bağlı olduğu gösterilmiştir (Cheng, Kigawa, Minigawa vd., 1997). Azot 

hardalları, bu ilaçlara karşı direnç kazanmış hücrelerde sıklıkla aşırı eksprese 

edilen GST-α izoenzimler ailesi için iyi bilinen substratlardır (Tew, 1994). 

2.1.3.4. Eliminasyon  

Siklofosfamid ve metabolitleri üriner eliminasyon sonucunda tedavinin 

başlangıcından itibaren 24 saat içerisinde plazmadan tamamen atılmaktadır 

(Ponticelli vd., 2018). Verilen dozun %20’den azı idrarla değişmemiş olarak 

atılır. Total CP dozunun %30-60’ı CP ve metabolitleri şeklinde renal yolla 

elimine edilmektedir. İdrarda bulunan temel metaboliti karboksifosfamiddir 

(Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Busse, Busch, Bohnenstengel vd., 1997; 

Busse, Busch, Schweizer vd., 1999; Joqueviel, Martino, Gilard vd., 1998; Tasso, 

Boddy, Price vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Milsted & Jarman, 1982; 
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Hadidi, Coulter, Idle, 1988; Jarman, Milsted, Smyth vd., 1979). Bununla 

birlikte, bir çalışmada idrardaki temel metabolitin fosforamid hardalı olduğu 

da rapor edilmiştir (Chan, Hong, Tutsch vd., 1994). CP’nin çok az bir kısmı ise 

feçes ve solunum yoluyla atılır (Bagley, Bostick & DeVita, 1973). 

 Çalışmalar arasında karboksifosfamid ve fosforamid hardalının idrarda 

saptanmasındaki farklılıklar, bazı çalışmalarda numune işleme sırasında ex 

vivo olarak meydana gelen reaksiyonlardan kaynaklanabilir. 

Karboksifosfamid ve fosforamid hardalı idrarda asidik pH’da stabil değildir 

(Joqueviel, Martino, Gilard vd., 1998; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Jardine, 

Fenselau, Appler vd., 1978; Bagley, Bostick, DeVita, 1973; Baumann, Lorenz, 

Jaehde vd., 1999). Numune alma, depolama ve numune ön işlem sırasındaki 

bozulmalarını hesaba katmamak yanlış ölçümlere neden olabilir. Bu, kısmen 

karboksifosfamidin idrarla atılmasında görülen bireyler arası büyük 

değişkenliği de açıklayabilir (Boddy, Furtun, Sardas vd., 1992; Tasso, Boddy, 

Price vd., 1992; Yule, Boddy, Cole vd., 1995; Milsted & Jarman, 1982; Hadidi, 

Coulter & Idle, 1988). En son yapılan çalışmalarda idrarda metabolit yıkımını 

sınırlayan ve hatta bireysel metabolitlerin bozunma ürünlerini ölçen koşulları 

içeren sıkı analitik prosedürler kullanılmıştır (Busse, Busch, Bohnenstengel 

vd., 1997; Busse, Busch, Schweizer vd., 1999; Joqueviel, Martino, Gilard vd., 

1998; Ren, Kalhorn, McDonald vd., 1998). Bu çalışmalarda gerçekten de 

metabolitlerin daha yüksek seviyeleri elde edilmiştir. 

2.1.4. Farmakogenetik 

Bir ön ilaç olması nedeniyle etkinliği için P450 enzimleri ile 

biyoaktivasyonu gereken CP’nin metabolizmasında rol oynayan enzimlerle 

ilgili birçok polimorfizm çalışması yapılmıştır (Pinto, Ludeman & Dolan, 

2009). Bununla birlikte, CP’nin metabolizmasında birçok enzim türü rol 

aldığından, P450 enzimlerini kodlayan genlerdeki olası polimorfizmlerin 

etkilerinin fazla olması beklenmemektedir. GST’ler CP detoksifikasyonunda 

önemlidirler. GST-T1, GST-M1 ve GST-P1 polimorfizmlerinin, sağkalım veya 

nüks oranları üzerinde etkili olduğu gösterilmiştir (Zhong vd., 2006). Yine 

aldehid dehidrojenaz enzimleri (ALDH-1A1 ve ALDH-3A1), 4-hidroksi-
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siklofosfamidin hücre içi detoksifikasyonunda önemlidir ve yapılan 

farmakogenetik çalışmalar bu enzimlerdeki polimorfizmlerin CP toksisitesinde 

etkisi olduğunu göstermiştir. Halen CP tedavisinden önce genotipleme 

gerekliliği için net bir öneri bulunmamakla birlikte, GST’de ve aldehit 

dehidrojenaz genlerinde polimorfizm için genotiplemenin, CP’nin terapötik 

etkinliğini arttırmada yararlı olabileceği düşünülmektedir (Pinto, Ludeman & 

Dolan, 2009). 

2.1.5. Yan etkileri 

Siklofosfamidin doza-bağlı olarak nefrotoksisite, hepatotoksisite, 

trombositopeni, anemi, mesane toksisitesi/hemorajik sistit ve testis hasarı gibi 

ciddi sonuçlar doğurabilen yan etkileri görülebilmektedir. 

2.1.5.1. DNA hasarı 

Akrolein ve fosforamid hardalı, CP’nin hücre sitotoksisitesinden sorumlu 

olan aktif metabolitleridir. Her ikisi de sitotoksik alkilleyici ajanlar olmakla 

birlikte; fosforamid hardalı, hücre ölümüyle sonuçlanan DNA çapraz 

bağlanmasına neden olmaktadır. Çapraz bağlar, DNA iplikçikleri üzerindeki 

nötrofilik gruplarla ve fosforamid hardalının alkil grupları arasında kovalent 

bağlarla meydana gelmektedir (Springer, Colvin, Colvin, Ludeman, 1998). CP 

kaynaklı DNA hasarının bir sonucu olarak apoptozun başlangıcı, CP dozuna 

ve ilaca maruz kalma süresine bağlıdır. İnsanlar üzerinde yapılan in vitro bir 

çalışmada insan lösemi hücrelerinin CP metabolitlerine 1 saat maruz kalması 

sonucunda DNA sarmalının çapraz bağlanması yavaş yavaş ortaya çıkarken, 

DNA proteinler arası çapraz bağlanma hemen meydana gelmiştir. Bu iki olay 

da maruz kalmadan 6 saat sonra maksimuma çıkmış ve tamir 

mekanizmalarının başlatılmasını takiben geriye dönmüştür. İplikçikler arası 

çapraz bağlanma oluşumunun 50 M kadar olan CP konsantrasyonu ile doğru 

orantılı olduğu görülmüştür. Daha yüksek konsantrasyonlarda ise DNA 

iplikçiklerinin kopmaya başlamasıyla DNA çapraz bağlanması azalmıştır 

(Crook, Souhami & McLean, 1986). Sıçan lösemi hücreleri üzerinde CP ile 

yapılan in vivo bir çalışmada ise 50 mg/kg CP intraperitoneal (i.p.) 

enjeksiyonundan sonraki 1-2 saat içerisinde meydana gelen ve 6-8 saat sonra 
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doruğa çıkan hem DNA proteinler arası çapraz bağlanma hem de DNA 

iplikçikleri arası çapraz bağlanma açısından benzer gözlemler elde edilmiştir 

(Wang, Prorok & Vaughan, 1993). Sıçanlar için minimal CP etkin dozu 25-150 

mg/kg arasındadır, yine de 15-250 mg/kg arasında bir doz aralığında ve aynı 

zaman diliminde ne tek sarmal ne de çift sarmal kırılma meydana gelmemiştir 

(Wang, Prorok & Vaughan, 1993). Veriler, en azından in vivo olarak, CP’nin 

sitotoksisitesinin esas olarak DNA çapraz bağlanmasından kaynaklandığını 

göstermektedir. DNA hasarını onarmak için hücre döngüsünün 

durdurulmasına neden olan en ölümcül unsur zincirler arası çapraz 

bağlanmadır. Bu çapraz bağlar kopmazsa, hücre döngüsünün farklı 

aşamalarında apoptoz veya nekroz meydana gelmektedir (Osawa, Davies & 

Hartley, 2011). 

2.1.5.2. Kemik iliği üzerine etkisi 

Hematopoietik sistemin hücreleri özellikle CP’nin toksik etkilerine karşı 

duyarlıdır. Lökopeni, trombositopeni ve anemiye göre daha sık görülmektedir. 

İntravenöz olarak CP’nin yüksek doz uygulamasından sonra, genellikle lökosit 

sayısının en düşük olduğu düzeye 8-14 gün sonra ulaşılmakta, 18-25 gün 

sonra da iyileşme sağlanmaktadır. CP ve metabolitleri böbreklerden itrah 

edildiğinden, böbrek yetmezliği kemik iliği toksisitesi riskini artırabilmektedir 

(Ponticelli vd., 2018). 

2.1.5.3. Cilt ve saç üzerine etkileri 

Anagen effluvium hastaların %5-30’unda görülmekte ve alopesi kalıcı 

olabilmektedir (Bronner & Hood, 1983). Hiperpigmentasyon nadir olmakla 

beraber diş, cilt, mukoza ve tırnaklarda görülebilmektedir (High, 2013). 

Stevens-Johnson sendromu (SJS) dahil olmak üzere ciddi kutanöz ilaç 

reaksiyonlarının bildirildiği çalışmalar bulunmaktadır (Assier-Bonnet, 

Aractingi, Cadranel vd.,1996). 

2.1.5.4. Fertilite üzerine etkileri 

Erkeklerde, CP testisin germinal epitelinin aplazisini, sonuçta 

oligospermiyi ve hatta azospermiyi indükleyebilir. Bu komplikasyon doza, 

zamana ve yaşa bağlıdır. İdiyopatik nefrotik sendromlu çocuklarda yapılan bir 
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metaanaliz çalışmasında 250 mg/kg’ı geçmeyen kümülatif dozlarda azospermi 

riskinin düşük olduğu sonucuna varılmıştır (Latta, von Schnakenburg, Ehrich, 

2001). Yetişkinlerde 168 mg/kg’dan yüksek kümülatif bir doz kullanılmaması 

önerilmiştir (KDIGO, 2012). 

Kadınlarda CP kullanımı ile amenore ve ovaryum yetmezliği gelişebilir. 

Lupus nefritli kadınlarda kümülatif CP dozu menapoz öncesi amenore için 

önemli bir risk faktörüdür. Meme kanseri tedavisi için CP alan kadınlarla 

yapılan bir çalışmada amenoreye neden olan ortalama kümülatif CP dozu 40’lı 

yaşlardaki kadınlarda 5.2g ve 30’lu yaşlardaki kadınlarda 9.3g olarak rapor 

edilmiştir (Koyama, Wada, Nishizawa, Iwanaga, Aoki, 1977). 

Siklofosfamid maruziyetinden sonra sperm konsantrasyonunda ve 

hareketliliğinde belirgin bir azalma görülen çalışmalar vardır (Ghobadi vd., 

2017). Olası mekanizmalar arasında DNA hasarının indüksüyonu, 

proteinlerde kritik tiyol gruplarının peroksidasyonu, membran lipit 

peroksidasyonu, mitokondride oksidatif stres ve trikarboksilik asit 

döngüsünde yer alan enzimlerde azalma bulunmaktadır (Selvakumar, 

Prahalathan, Mythili vd., 2005). Ayrıca, ROS’a maruz kalmanın ATP 

konsantrasyonunu düşürdüğü ve sperm hareketliliğini azalttığını gösteren 

çalışmalar da mevcuttur (De Lamirande & Gagnon, 1992). 
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Şekil 2.4. Sperm hücrelerinde siklofosfamid toksisitesinin mekanizması (Ghobadi vd., 2017) 

 

2.1.5.5. Malign tümörler 

Siklofosfamid kanserojen bir ilaçtır. Onkojenik risk, diğer immünsüpresif 

ajanların kullanımında olduğu gibi tedavinin yoğunluğu ve süresi ile 

ilişkilidir. En sık görülen maligniteler lösemi ve mesane kanseridir. Uzun 

süreli CP kullananlarda ve agranülositoz gelişenlerde hematolojik malignite 

riski daha yüksek görünmektedir. Mesane kanseri, muhtemelen kronik 

mukozal inflamasyon ve akroleinin neden olduğu tahrişten 

kaynaklanmaktadır. 293 vaskülitli hastanın dahil edildiği retrospektif bir 

çalışmada, CP uygulanmasından 7-18 yıl sonra tanı konmuş lösemi ve mesane 

kanseri riski, 36 g ve üzeri dozlarda tedavi edilen hastalarda artış gösterirken 

36 g ve altında kümülatif CP doz uygulananlarda artış göstermemiştir 

(Faurschou vd., 2008). CP ile tedavi edilen hastalarda olgu sunumu şeklinde 

lösemi vakaları ve solid tümörler bildirilmiştir, ancak sistematik çalışmalar 

yoktur. Otoimmün glomerüler hastalığı olanları malignitelere karşı daha 
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duyarlı hale getirmesi mümkündür. Nitekim tedavi edilmeyen minimal 

değişikliği olan hastalarda Non-Hodgkin lenfoma ve membranöz nefropatili 

hastalarda da gizli maligniteler sık görülebilmektedir. Uzun süreli sitotoksik 

tedavi bu riski daha da artırabilir (Ponticelli vd., 2018). 

2.1.5.6. Enfeksiyon  

Pneumocystis jirovecii pnömonisi (PJP) dahil yaygın ve fırsatçı 

enfeksiyonlar değişken oranlarda ortaya çıkabilir. CP ile tedavi edilen 

sistemik otoimmün hastalığı olanlarla yapılan retrospektif iki çalışmada, 

herpes zosterli ve hastanede tedavi edilmek zorunda kalan ciddi enfeksiyon 

gelişen hastaların oranı %9 ve %15 olarak bildirilmiştir (Martin, Lauwerys, 

Lefebvre vd., 1997; Cavallasca, Costa, Maliandi vd., 2015).  Enfeksiyonların 

erken dönemde etkin tedavisi ve PJP profilaksisi önerilmektedir (Langford, 

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

2.1.5.7. Hemorajik sistit 

Hemorajik sistit daha çok oral uygulamayla ilişkilidir (Monach, Arnold & 

Merkel, 2010). Renal yoldan itrah edilen bir metabolit olan akrolein, sistit ve 

hematüri ile sonuçlanan ürotelyal tahrişe neden olmaktadır. Komplikasyonlar 

arasında fibrozis, telanjiektazi, kronik irritatif işeme semptomları, küçük 

mesane kapasitesi ve tekrarlayan hematüri mevcuttur (Lawson, Vasilaras, De 

Vries vd., 2008). 36 g ve üzeri CP kullanan hastalarda mesane kanseri riskinin 

3,6 kat daha fazla olduğu bildirilmiştir (Faurschou vd., 2008). CP ile tedavi 

edilen 1018 hastanın değerlendirildiği retrospektif bir çalışmada, hastaların 

%2’sinden daha azında hemorajik sistit (ortanca süre 10 ay) ve %0,19’unda 

mesane kanseri (ortalama 8 yıl) gelişmiştir (Yılmaz vd., 2015). Son yapılan 

başka bir çalışmada, 30 aydan daha uzun süre 100 g ve üzeri oral kümülatif 

doz CP uygulanan Wegener granülomatozisli hastalarda %12-41 oranında 

hemorajik sistit görülmüştür. Buna karşılık, CP ile tedavi edilen çeşitli 

otoimmün hastalığı olan 471 hastanın üçünde hemorajik sistit bildirilmiştir. 

Hemorojik sistit gelişen bu üç hasta 30 g ve üzeri kümülatif CP dozuna maruz 

kalmıştır (Monach, Arnold & Merkel, 2010). 
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Oral CP ile tedavi edilen pemfiguslu hastaların olduğu bir çalışmada 

hemorajik sistit görülme sıklığı %8 olarak saptanmıştır (Olszewska, 

Kolacinska-Strasz, Sulej vd., 2007). CP’ye bağlı hemorojik sistit gelişimini 

önlemek için mümkün olan en düşük olan CP dozlarının uygulanması dışında, 

gece boyunca mesanenin akroleine maruz kalmasını engellemek için gece 

uygulanmasından kaçınmak, hiperhidrasyon ile zorlu diürez ve akroleini 

inaktive etmek için eşzamanlı 2-merkaptoetansülfonik asit (Mesna) 

uygulanması önerilmektedir (Clowse & Stone, 2015). Mesna, sadece bazı 

onkolojik çalışmalarda profilaktik etkinlik göstermiştir. Bu nedenle Amerikan 

Klinik Onkoloji Derneği, yalnızca yüksek CP dozlarında (örneğin 50 mg/kg 

veya 2 g/m2) kullanılmasını önermektedir (Monach vd., 2010). 

2.1.5.8. Oksidatif stres 

Akciğer ve mesane hasarı, CP kullanımıyla birlikte görülen yan 

etkilerdendir. Her iki hasar da inflamasyonla karakterizedir. Hasarın DNA 

hasarını indüklediği bilinen akroleinin sitotoksik etkisinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Madondo, Quinn & Plebanski, 2016). 

Fakat bununla birlikte akciğer hasarında, sitotoksiteyi gösteren DNA 

hasarıyla ilgili bir kanıt yoktur (Horton, Mamiya & Kehrer, 1997). Düşük 

dozlarda akrolein sitotoksisitesi, homeostatik redoks dengesini sağlamak için 

hayati öneme sahip bir antioksidan olan GSH’nin azalmasından ve/veya 

tükenmesinden kaynaklanmaktadır. Akrolein ve GSH stabil bir konjugat 

oluşturarak sitozoldeki serbest GSH miktarını azaltır. Çin hamsteri over 

hücrelerinin in vitro çalışmasında akrolein, öldürücü dozdan yaklaşık 10 kat 

daha düşük bir dozda uygulandığında dahi hücre içi GSH’nin tükenmesine 

neden olmuştur. Pocernich ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada akrolein 

eklenmesinin ardından, oksidatif stresin göstergesi olan protein karbonil 

seviyelerinde önemli bir artış olduğu görülmüştür (Pocernich vd., 2001). 

GSH’nin tüketilmesiyle akrolein; redox dengesizliğini tetiklemekte ve 

inflamatuar süreçlerini kontrol eden nükleer faktör kappa B (NF-κB) ve aktive 

edici protein-1 (AP-1) gibi redoks duyarlı transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonunu düzenlemektedir (Kehrer & Biswal, 2000). 
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NF-κB’nin akrolein tarafından düzenlenmesi doz bağımlı ve hücreye 

özgüdür. Akroleinin tümör hücrelerinde NF-κB’yi inhibe ettiği, ancak düşük 

doz uygulandığında makrofajlarda NF-κB’yi aktive ettiği ve bunun reaktif 

oksijen türlerinde bir yükselme ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Horton, 

Biswal, Corrigan, Bratta, Kehrer, 1999; Sun, Ito, Nishio, Tanaka, Chen, Isobe, 

2014). ROS, sitoplazmada NF-κB transkripsiyon faktörünü sekanslayan bir 

protein olan inhibitör-κB’nin (I-κB) parçalanmasını kolaylaştırır (Ghosh & 

Karin, 2002; Di Donato, Hayakawa, Rothwarf, Zandi, Karin, 1997; Morgan & 

Liu, 2011). I-κB bir kez bölündüğünde, NF-κB, proinflamatuar sitokin olan 

TNF-α ve IL-1β’nın transkripsiyonunu aktive ettiği çekirdeğe göçer. 

Proinflamatuar sitokinler, lipid peroksidasyonuna ve nekrozla sonuçlanan 

protein oksidasyonuna neden olan ONOO¯gibi daha reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunu kolaylaştırır (Korkmaz, Topal & Oter, 2007). 

Reaktif oksijen türleri normal hücre metabolizmasının yan ürünlerinden 

biridir. Metabolizma sırasında oluşan en bol ROS 02
¯’dir. Daha da yıkıcı bir 

ajan olan OH¯’ye dönüştürülebilir (Ghobadi vd., 2017). Hücreler, üretilen 

ROS’un dejenerasyonu için çeşitli mekanizmalar kullanır. Ana antioksidanlar, 

GSH, E ve C vitaminleri, antioksidan protein olan tioredoksin, glutaredoksin, 

metalotioninler (MT’ler) ve albümin gibi moleküller ve süperoksitdismutaz 

(SOD), katalaz (CAT), glutatyonperoksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik 

antioksidanlardan oluşmaktadır (Ma, 2013). ROS’un ortadan kaldırılmasında 

rol oynayan ilk enzimatik reaksiyon, SOD ile 02
¯’nin, H2O2’ye dönüşümdür. 

H2O2 daha sonra iki mekanizma ile uzaklaştırılır. Serbest radikal 02
¯ ,  bir 

başka yüksek reaktif radikal olan peroksinitrit oluşturmak için nitrik oksitle 

(NO) reaksiyona girebilir. GSH disülfür, kofaktör olarak NADPH’yi kullanan 

GSH redüktaz ile GSH’ye geri indirgenir (Ghobadi vd., 2017). 

Siklofosfamid, SOD, CAT seviyelerini, vitamin E ve C’yi azaltarak hücreyi 

oksidatif hasara karşı hassaslaştırır (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 

2014; Selvakumar, Prahalathan, Mythili vd., 2005). Bu etkiler lipid 

peroksidasyonunu göstergesi olan malondialdehit düzeylerinin artmasıyla 

sonuçlanır (Türk, Sakin, Sönmez, Ateşşahin, 2010).  
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CP oksidatif stres altında hücre düzenlenmesi ve hayatta kalmasıyla ilgili 

antioksidanlar ve antiinflamatuar ve detoksifikasyon proteinleri gibi çeşitli 

protein setlerinin önemli bir gen regülatörü olan Nrf2 seviyelerini düşürür 

(Dinkova-Kostova & Abramov, 2015). CP’nin ana aktif metaboliti olan 

fosforamid hardalı, CP tarafından indüklenen oksidatif stresden kısmen 

sorumlu olabilir. CP metabolizması sırasında üretilebilecek bir madde olan 

azot hardalının oksidatif ve nitrozatif strese neden olduğu gösterilmiştir. 

Mekanizmalar, indüklenebilir nitrik oksit sentazın (iNOS) indüklenmesini ve 

ardından NO ve peroksinitrit oluşumunu ve ayrıca GSH-Px aktivitesinin 

depresyonunu içerir (Ucar, Korkmaz & Reiter, 2007). CP’nin serumdaki NO 

konsantrasyonlarını arttırdığı gösterilen çalışmalarda mevcuttur (Motawi, 

Sadik & Refaat, 2010). Bahsedilen oksidatif stresten sorumlu olan diğer 

bileşen CP’nin sitokrom P450 enziminin izoenzimleri olan CYP3A4 ve CYP3A5 

tarafından biyotransformasyonu ile oluşan metaboliti akroleindir (De 

Montellano, 2013). Akroleinin, muhtemelen GSH tükenmesi ve doğrudan 

radikal oluşumu ile lipit peroksidasyonunu arttırdığı gösterilmiştir. Sertoli 

hücrelerinin akroleine maruz bırakılması, SOD, CAT ve GSH-Px’i önemli 

ölçüde azaltmıştır (James & Adams, 1993). 

2.1.5.9. Apoptoz 

Oksidatif stresin apoptoz kaskadını başlattığı genel bir fikirdir (Shaker, 

Abboud, Assad, Hadi, 2018). Miyokard infarktüsü, reperfüze kalp, diyabetik 

kardiyomiyopati ve sol ventrikül disfonksiyonu sıklıkla nekroz ile birlikte 

apoptoza yol açmaktadır (Xiao, Ke, Shi, Zeng, Cao, 2018; Ungvari, Gupte, 

Recchia, Bátkai, Pacher, 2005; Thandavarayan vd., 2009; Schiattarella vd., 

2018). Deneysel veriler, ROS’un pro-apoptotik proteinleri aktive ettiğini ve 

voltaj kapılı anyon kanalları yoluyla sitokrom C’nin salınmasına neden 

olduğunu desteklemektedir. Sağlıklı ve normal bir hücrede, mitokondri, Bcl-2 

gibi antiapoptotik genleri içerir. Bax veya BAD gibi mitokondriye göç eden 

proapoptotik proteinlerin bu genleri inhibe etmesi apoptoz ve 

kardiyotoksisiteye yol açabilir (Korsmeyer, Wei, Saito, Weiler, Oh, 

Schlesinger, 2000; Tanel & Averill-Bates, 2007). Pro-apoptotik proteinler 

ayrıca dış mitokondriyal zarda da sitokrom C’nin mitokondri dışına göç 
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etmesine yol açan deliklere neden olur. Sitokrom C daha sonra ATP varlığında 

apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apaf-1) ile birleşir.   Bu şekilde 

oluşturulan komplekse apoptozom denir (Green & Reed, 1998). Apoptozom 

prokaspaz-9 ile bağlanır ve kaspaz-9 formuna aktive eder. Bu aktif kaspaz-9 

daha sonra kaspaz 3, 7 ve 12 diye takip eden kaspazın aktivasyonunu tetikler. 

Bu olay bir bütün olarak apoptozdan sorumludur (Şekil 2.5) (Li & Yuan, 2008). 

CP, murin modellerinde i.p. enjeksiyonla uygulandığında pro-apoptotik 

proteinlerde bir artışa ve anti-apoptotik proteinlerde azalmaya neden 

olmuştur (Asiri, 2010). CP kaynaklı apoptoz ve kalp hasarında rol oynayan 

sinyal iletim yolları PI3K/Akt/mTOR/p70S6K /4EBP1/NF-κB yolu, NF-

kB/Nrf2-HO yolu, Akt/GSK3-β yolu, ERK1/2, p38 MAPK, JNK yolu ve 

TLR4/NF-κB yoludur. (Song vd., 2016; Fatani vd., 2010; Asiri, 2010; Park vd., 

2014; El-Agamy, Elkablawy, Abo-Haded, 2017). 

 

Şekil 2.5. Siklofosfamidin proapoptatik rolünün şematize görünümü (Iqubala vd., 2019) 
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2.1.5.10. Testis hasarı 

Akciğer ve mesane hasarı dışında testis hasarı da CP kullanımı ile ortaya 

çıkan yan etkilerdendir. CP’nin hızla çoğalan tüm dokuları etkileme yeteneği, 

terapötik ve toksik etkilerinin esasını oluşturur. Üreme sistemi, hızla bölünen 

hücrelerin varlığı nedeniyle bu ilaca karşı oldukça hassastır (Aguilar-

Mahecha, Hales, Robaire, 2001). Testis, ROS üreten sistemlerin 

(ksantinoksidaz, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz ve 

mitokondriyal elektron taşıma zinciri) bolluğundan ve çoklu doymamış yağ 

asitlerinin (PUFA) yüksek konsantrasyonundan dolayı oksidatif hasara karşı 

oldukça hassastır (Vernet, Aitken, Drevet, 2004; Aitken & Roman, 2008). 

Oksidatif stres testis disfonksiyonunun arkasındaki en önemli nedenlerden 

birisi olarak düşünülmektedir. Bu nedenle antioksidan sistem testis dokusunu 

oksidatif stresten korumada önemli bir rol oynamaktadır (Badade & Samant, 

2011). 

Siklofosfamid ile tedavi edilen erkek deneklerde oligospermi ve azospermi 

ile birlikte testis ve epididimde biyokimyasal ve histolojik değişikliklerin 

geliştiği bildirilmiştir (Trasler, Hales, Robaire, 1987; Trasler, Hermo, Robaire, 

1988; Trasler & Robaire, 1988). CP tedavisi alan erkek hastalarda, 

gonadotropin salgılanmasında bozulma ve testis hasarına bağlı olarak düşük 

kan testosteron seviyeleri tespit edilmiştir (Hoorweg-Nijman vd., 1992). CP’nin 

yetişkin erkek sıçanlara kronik uygulanması testislerin ağırlığını ve serum 

testosteron seviyelerini azaltmakta ve kısırlığa yol açabilmektedir.  

Testislerde CP toksisitesinde yer alan kesin mekanizmalar tam olarak 

anlaşılmamakla beraber çok sayıda çalışma CP’ye maruz kaldıktan sonra 

biyokimyasal ve genomik bozuklukları göstermiştir. CP metaboliti akrolein, 

lipid peroksidasyonunu artırmaktadır (Kehrer &Biswal, 2000; Roy, Pallepati, 

Bettaieb vd., 2009; Adams & Klaidman, 1993). Ayrıca hücrede yapı 

anomalilerine neden olmakta ve sertoli hücrelerinin canlılığını azaltmaktadır 

(Vernet vd., 2004). PUFA’nın spermatozoada bol olması ve bu hücrelerin 

antioksidan içeriğinin düşük olması nedeniyle, oksidatif stresin ardından 

lipitlerin peroksidasyonunun ortaya çıkması daha olasıdır (Abd EI Tawab, 
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Shahin, AbdelMohsen, 2014). Kemoterapötik ajanların neden olduğu kısırlığın 

yaşam kalitesi üzerinde büyük etkisi vardır. Bu nedenle kemoterapi sırasında 

ve sonrasında germ hücrelerinin korunmasına özel dikkat gösterilmesi 

gerekmektedir (Connolly, Edelmann, Cooke vd., 1992). Bazı çalışmalar 

hormonal tedavilerin erkek denekleri CP kaynaklı sperm hasarına karşı 

koruyabileceğini göstermiştir, ancak sonuçlar yetersizdir (Meistrich & Shetty, 

2008).  

Sentetik ve doğal olarak oluşan antioksidanların, spermlerin CP kaynaklı 

toksisiteden korunmasında etkili olabileceğini gösteren çok sayıda çalışma 

vardır. Bu çalışmaların sonuçlarına dayanarak, CP ile tedavi edilen denekler, 

testis ağırlığında ve üreme toksisitesinin kilit göstergeleri olan histopatolojik 

anormalliklerde önemli bir azalma göstermektedir (Ghobadi vd., 2017). Testis 

ağırlığındaki azalma, spermatojenik hücrelerde ve üreme özelliklerinde bir 

bozulmaya işaret etmektedir (Elangovan, Chiou, Tzeng vd., 2006). Bu 

azalmanın, spermatojenezin bozulmasına yol açan testosteron ve gonadotropin 

sekresyonunun bozulmasına bağlı olabileceği öne sürülmektedir (Hoorweg-

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

Berberin, Ayurveda ve Çin tıbbında kanıtlanmış bir tıbbi geçmişi olan 

bazik olmayan, bitkisel bir kuaterner benzilizokinolin alkaloididir. Berberin, 

Hydrastis Canadensis (şekil 2.6), Coptis Chinensis, Berberis Aquifolium, 

Berberis Vulgaris ve hint türleri Berberis Aristata (Ağaç zerdeçal, fam. 

Berberidaceae) gibi tıbbi açıdan önemli birçok bitkinin kökü, rizomu ve 

kabuğunda aktif bir bileşen olarak bulunur. Himalaya bölgesinde ve güney 

Hindistan’da Nilgiri tepelerinde geniş bir dağılım gösteren 2000 ila 3000 m 

yükseklikte yetişen 3 m kadar boya ulaşan bir çalılıktır (Komal, Ranjan, 

Neelam, Birendra, Kumar, 2011). Aktif bileşenleri berberin, berbamin ve 

palmatindir (Singh & Kakkar, 2009). Bununla birlikte, berberin (şekil 2.7) 

günümüzde kimyasal sentez ile de üretilmektedir. Berberinin klorür veya 

sülfat tuzu genellikle klinik amaçlar için kullanılmaktadır. 

 

Şekil 2.6. Hydrastis canadensis bitkisi* 

 

*http://roanegrown.com/product_info.php/hydrastis-canadensis-p-716 

http://roanegrown.com/product_info.php/hydrastis-canadensis-p-716
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Şekil 2.7. Berberinin kimyasal yapısı 

Karakteristik bir alkaloidal acı tada sahip kokusuz, yoğun sarı bir tozdur. 

Suda ve etanolde çok az çözünür, metanolde ise az miktarda çözünür; ancak 

tuz formları diğer formlarına nispeten daha fazla çözünürdür (Battu vd., 

2010). Doğal ürünler, genelde minimum yan etkiye sahip güçlü ajanlar olarak 

kabul edildiği için yıllar içerisinde alternatif ilaçların kaynağı olarak dikkat 

çekmeye başlamıştır. 

Berberin, güçlü antimikrobiyal, antiprotozoal, antidiyareik etkisinden 

dolayı Ayurveda ve Çin tıbbı içerisinde en az 3000 yıllık bir kullanım 

geçmişine sahiptir (Birdsall & Kelly, 1997). Bununla birlikte, yıllar boyunca 

yapılan klinik araştırmalar berberinin geniş bir farmakolojik etki yelpazesine 

sahip olduğunu göstermiştir. Birçok çalışmada belirgin antihipertansif, 

antiaritmik, antihiperglisemik, antikanser, antidepresan, anksiyolitik, 

nöroprotektif, antioksidan, anti-inflamatuar, analjezik, hipolipidemik 

aktivitesinin bulunduğu öne sürülmüştür (Battu vd., 2010; Bhutada vd., 2010; 

Kulkarni & Dhir, 2010). 

Ayrıca berberinin nefroprotektif (Domitrovic vd, 2013), hepatoprotektif 

(Li vd., 2014a; Othman vd., 2014), kardiyoprotektif (Li vd., 2014b) ve 

serebroprotektif (Kulkarni & Dhir, 2010) etki potansiyeli çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir. 

2.2.1. Farmakokinetik 

Berberin ve metabolitlerinin farmakokinetik profili, insanlar ve sıçanlar 

üzerinde oldukça kapsamlı şekilde çalışılmıştır (Baoxin vd., 1995; Kulkarni & 

Dhir, 2010; Zuo vd., 2006). Tek doz oral 300 mg berberin ile sağlıklı erkek 

insan gönüllülerde bazı farmakokinetik parametreler çalışılmış ve yarılanma 
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ömürleri t1/2 (ka) 0,87±0,03 saat; t1/2 (ke) 2,94 ± 0,14 saat; maksimum 

konsantrasyonu (Cmaks) 394,7±155,4 μg/L ve eğri altında kalan alan (EAA) 

2799,0 ±1128,5 μgL/saat olarak bildirilmiştir (Baoxin vd., 1995). 

2.2.1.1. Emilim 

Berberinin dezavantajlarından biri, suda çözünürlüğü ve 

dissolüsyonunun zayıf olmasına bağlı olarak oral biyoyararlanımının düşük 

olmasıdır (Zhang vd., 2013). Berberin klorürün suda ve pH’a bağlı çözünürlüğü 

sıcaklıkla orantılıdır ve sıcaklık artınca artmaktadır (Battu vd., 2010). İlacın 

25°C ve 37°C’de suda çözünürlüğünün sırasıyla 5,27± 0,29 ve 8,50±0,40 mM 

olduğu ve ilacın maksimum çözünürlüğünün fosfat tamponlu pH=7.0’da 25°C 

ve 37°C de sırasıyla 4,05±0,09 ve 9,69±0,37 mM olduğu gözlenmiştir. 

Bunun yanı sıra önceki çalışmalarda berberinin, klinikteki kullanımını 

sınırlayacak şekilde çoklu ilaç dışa-atım pompası (P-glikoprotein [P-gp]) için 

bir substrat görevi gördüğü gösterilmiştir (Maeng vd., 2002; Zhang vd., 2013). 

Verapamil, daunomisin ve rodamin gibi iyi bilinen P-gp substratları berberinin 

dışa-atılımını inhibe eder, bu da P-gp’nin berberinin taşıyıcı aracılı 

taşınmasında rol oynadığını göstermektedir. Bu nedenle, berberinin 

biyoyararlanımını arttırmayı amaçlayan çeşitli formülasyonlar geliştirilmiştir. 

Oral berberin yüklü bir mikro emülsiyonun, tablet süspansiyonlarından 6,47 

kat daha fazla biyoyararlanıma sahip olduğu bildirilmiştir (Gui vd., 2008). 

Yağda su emülsiyonlarının liyofilizasyonu yoluyla hazırlanan anhidroz bir 

berberin misel sisteminde, daha iyi bir biyoyararlanım ve anti-diyabetik 

etkinlik gösterilmiştir (Wang vd., 2011). 

2.2.1.2. Dağılım 

Her ne kadar berberin kanda çok düşük bir seviyede mevcut olsa da (Hua 

vd., 2007) ve biyoyararlanımı %1’den düşük olarak bildirilmiş olsa da (Kheir 

vd., 2010; Liu vd., 2010) berberinin farmakolojik etkisi yüksek doku dağılımı 

ile bağıntılı olabilir. Daha önce, berberinin, i.v. uygulamadan sonra kan-beyin 

bariyerine (KBB) kolayca nüfuz edebildiği ve hipokampus bölgesinde hızlı bir 

birikimle birlikte ardından yavaşça ortamdan uzaklaştırıldığı bildirilmiştir 

(Wang vd., 2005). Ayrıca, berberin ve biyoaktif metabolitlerinin, oral 
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uygulamadan sonra kandaki konsantrasyonuna kıyasla organlardaki 

konsantrasyonunun daha yüksek olduğu bulunmuştur. Berberinin organlara 

dağılımı hızlı ve karaciğerde maksimum dağılım söz konusudur, bunu takiben 

böbrekler, kas, akciğerler, beyin, kalp, pankreas gelmektedir ve en az dağılım 

ise 48 saat boyunca nispeten sabit kaldığı yer olan yağ dokudur (Tan vd., 

2013). 

2.2.1.3. Metabolizma 

Berberin hem sıçanlarda hem de insanlarda karaciğerde metabolize edilir 

ve faz I de demetilasyona tabi tutulduktan sonra faz II metabolitlerini 

oluşturmak için glukuronik asit veya sulfirik asit ile konjuge edilir (Qiu vd., 

2008). Oluşan sülfat veya glukuronid metabolitleri polar yapıdadır ve kolayca 

atılır. Berberin klorürün üç gün boyunca günde 0,9 g’lık bir dozda oral olarak 

verilmesiyle sağlıklı erkeklerin idrar numunelerinde üç sülfat metaboliti olan 

Jatrorrhizin-3-sülfat, talifendin-10-sülfat ve dimetilenberberin-2-sülfat 

saptanmıştır ki bunlardan sonuncusu majör metabolittir. Erkek sıçanların 

(100mg/kg, oral) 48 saat içerisinde toplanan ve insanların (300mg, oral) 0-72 

saat arasında toplanan idrar numunelerinde altı yeni metabolit daha 

tanımlanmıştır. Bunlar jatrorrhizin-3-O-β-D-glukuronid; talifendin-10-O-β-D 

glukuronid; berberubin-9-O-β-D-glukuronid; 3, 10-dimetilpalmatin-10-O-

sülfat; kolumbamin-2-O-gl-D-glukuronid ve dimetilen berberin-2, 3-di-O-β-D-

glukuroniddir (Qiu vd., 2008; şekil 2.8). 
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Şekil 2.8. Berberinin faz I metabolitleri (Wang, Feng, Chai, Cao & Qiu, 2017) 

Erkek Sprague-Dawley sıçanlarla yapılan bir başka farmakokinetik 

çalışmada, talifendin, berberubin, dimetilenberberin, jatrorrhizin, palmatin, 

kolumbamin, 3,9-dimetil-palmatin, hidroksile berberin ve hidroksile edilmiş 

dimetilenberberin dahil olmak üzere faz I metabolitleri safra, idrar ve dışkıda 

tespit edilmiştir. Faz II metabolitleri ise glukuronik asitle konjuge olan 

talifendin, berberubin, jatrorrhizin ve dimetilenberberin metabolitleri; sülfatla 

konjüge edilmiş berberubin, talifendin ve diglukuronid ile konjüge edilmiş 

dimetilenberberindir (Ma vd., 2013b). Preklinik çalışmalarda metabolitlerin 

oral uygulama sonrasındaki berberinin in-vivo aktif formları olabileceği öne 

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

Sıçanlarda 200 mg/kg dozunda berberinin oral yoldan uygulandığı bir 

çalışmada berberin ve metabolitlerinin safra, idrar ve dışkı yoluyla atıldığı 

gözlenmiştir. Toplam berberin geri kazanım oranı %22,83 (prototipin %19,07’si 

ve metabolitinin %3,76’sı) ile 9,2x10-6% olarak safrada (24 saat), %0,0939 

olarak idrarda (48 saat) ve %22,74 olarak dışkıda (48 saat) gerçekleşmiştir. 

Berberinin (%84) ve metabolitlerinin büyük bir bölümü dışkı ile atıldığı 

gözlenmiştir. Berberinin yaklaşık %83’ü safradan talifendin olarak atılmıştır. 

İdrarla atılıan kısmının %78’inde de talifendin ve berberubin görülmüştür (Ma 

vd., 2013b). 

2.2.2. Farmakodinami 

Berberin, antioksidan etkiden nöro-transmitterlerin, enzimlerin, 

moleküler hedeflerin ve immünomodülasyonun etkilenmesine kadar değişen 

çok geniş spektrumlu bir farmakolojik etki profiline sahiptir. 

Bazı çalışmalarda berberin uygulamasından (10-40 mg/kg) sonra 

Akt/GSK yolunun aktivasyonu ile KBB geçirgenliğinin arttığını ve KBB’nin 

endotel hücrelerinde bulunan sıkı bağlantıların bir bileşeni olan klaudin-5’in 

ekspresyonunda artış olduğu bildirilmiştir. Bu da berberinin nöroprotektif 

rolünü ve beyin iskemisinde kullanımını desteklemektedir (Zhang vd.,2012). 

Ayrıca, apoptozun baskılanmasına neden olan hipokampal CA1 nöronlarındaki 

potasyum kanallarını bloke ederek nöroprotektif etki gösterdiği bildirilmiştir 

(Wang vd., 2004). 

2.2.3. Berberinin temel etkileri 

2.2.3.1. Oksidatif stres belirteçlerinin modülasyonu 

Çeşitli klinik çalışmalar diyabetten, hiperkolesterolemiye, Alzheimer ve 

serebral iskemiye kadar değişen çeşitli hastalıklarda berberinin antioksidan 

etkisini en iyi şekilde ortaya koymuştur. Berberinin serbest radikal temizleme 

özelliği, DPPH (2,2-difenil 1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2-azino bis(3-

etilbenzotiazolin-6-sülfonat)), nitrik oksit, süperoksit, vb. gibi bazı serbest 

radikallerin konsantrasyona bağlı bir şekilde temizlenmesi kabiliyeti ile 
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doğrulanmıştır (Shirwaikar, Rajendran, Punitha, 2006). SHSY5Y insan 

nöroblastoma hücrelerini kullanan in vitro çalışmalar, berberinin sitokrom-C 

salıverilmesini azaltarak yüksek glukoza bağlı reaktif oksijen türevlerinin 

üretimini azalttığını ve anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonu artırdığını 

göstermektedir ki bunlar apoptoz ve oksidatif hasarın önemli belirteçleridir. 

Ayrıca berberin insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ekspresyonunu ve 

PI3k/Akt fosfarilasyonunu azaltmış, Nrf2 ekspresyonunu arttırmıştır. Bu 

nedenle berberinin Nrf2’ye bağlı nörit büyümesini arttırdığı ve reaktif oksijen 

türlerinin üretimini önlediği gösterilmiştir (Hsu, Tseng, Lo, 2013). Serebral 

iskemi sıçan modelinde berberinin (5, 10 ve 20 mg/kg oral, 19 gün) 

uygulanmasından sonra, mitokondriyal kompleks (Kompleks I, II ve IV) 

aktivitesini iyileştirdiği de gözlenmiştir (Singh & Chopra, 2013). Berberinin 

(50 ve 100 mg/kg/gün, oral, 8 hafta) antioksidan etkisi, sıçanlarda STZ-diyabet 

modelinde oksidatif hasar sonucunda meydana gelen astrogliosisin önemli bir 

göstergesi olan Glial fibriller asidik protein (GFAP) artışının baskılanmasına 

yönelik etkisinin incelenmesiyle kanıtlanmıştır (Middeldorp & Hol, 2011; 

Moghaddam vd., 2014). Endojen antioksidanlar, GSH-Px ve SOD enzimi 

üzerine yapılan araştırmalar berberinin hem SOD hem de GSH-Px seviyelerini 

düzelttiğini, böylece STZ-diyabet modelinde ve siklofosfamide bağlı 

hepatotoksisitede (50 mg/kg, oral, 11gun) lipid peroksidasyon seviyelerini 

azalttığını göstermiştir (Lao-ong, Chatuphonprasert, Nemoto, Jarukamjorn, 

2012; Germoush & Mahmoud, 2014). Berberinin antioksidan etkisi 

hepatoprotektif özelliğinden de sorumludur. Her ne kadar altta yatan 

mekanizmalar açıkça anlaşılmamış olsa da berberinin, hepatik hücre dizisinde 

apoptozla ilişkili bir protein olan sirtuin1 (SIRT1) seviyelerinin düzenlenmesi 

ile ilişkili olan H2O2 kaynaklı apoptoza karşı koruyucu bir etkisi olduğu 

gözlenmiştir (Zhu vd., 2013). Ayrıca, STZ diyabet modelinde sıçanların 

karaciğer dokularında, siklin-bağımlı kinaz 9, siklinT1 mRNA ve protein 

ekspresyonu seviyelerinin yükselmesinin yanı sıra CAT, SOD ve GSH-Px gibi 

antioksidan enzimlerin seviyesinin de artmasına yol açtığı bildirilmiştir ki bu 

da berberinin antioksidan rolünü desteklemektedir (Zhou & Zhou, 2010). 
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Oral yoldan 2 gün boyunca (1, 2 ve 3 mg/kg dozunda) berberin 

uygulamasının ayrıca sisplatine bağlı fare nefrotoksisite modelinde de 

oksidatif/nitrozatif stresi hafifleterek nefroprotektif etki gösterdiği 

bildirilmiştir (Domitrovic vd., 2013). 

Nrf2 ekspresyonunun artırılması ve iNOS’un baskılanması, berberinin 

(200 mg/kg/gün, i.p., 14 gün) sıçanlarda bleomisin kaynaklı akciğer hasarı ve 

fibrozise karşı antioksidan etkisine katkıda bulunur (Chitra, Saiprasad, 

Manikandan, Sudhandiran, 2013). Aterosklerotik renovasküler hastalığı 

bulunan sıçanlarda berberin tedavisinden sonra (150 mg/kg/gün, oral, 12 

hafta) renal iNOS ekspresyonunda azalma ve SOD seviyelerinde düzelme 

olduğu bildirilmiştir (Wan vd., 2013). Berberinin anti-kanser etkisinde lipid 

peroksidasyonu ve oksidatif stresi engelleyici özelliği, fare deri karsinojenezi 

modelinde karsinom oluşumunun tamamen önlenmesi ile kanıtlanmıştır 

(Manoharan, Muneeswaran, Baskaran, 2010). Sıçanlarda alüminyum 

triklorürün neden olduğu kronik beyin hasarına karşı berberinin nöroprotektif 

etkisinin arkasında ise nöronal SOD seviyelerinin düzeltilmesi ve 

malondialdehit (MDA) içeriğinin azalması olduğu öne sürülmüştür (Zhang vd., 

2009).  Anti-diyabetik etkisi bile, alloksan kaynaklı diyabetik sıçanlarda 

serum MDA düzeyini düşürme ve SOD ve GSH-px seviyelerini arttırma 

kabiliyetine bağlanabilir (Tang, Wei, Chen, Liu, 2006). Yukarıda belirtilen 

çalışmaların tümü, serbest radikalleri temizleme kabiliyetinden dolayı 

berberini güçlü bir antioksidan molekül sınıfına sokmaktadır. 

2.2.3.2. Anti-inflamatuar etki 

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi hem in vitro hem de in vivo 

çalışmalarda ve akut faz proteinlerinin yanı sıra proinflamatuar sitokinlerin 

azalması tablo 2.1’deki şekliyle de gösterilmiştir. 
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Tablo 2.1. * Sıçanlarda berberinin inflamasyon ve sitokinler üzerine etkileri 

Hücre Tipi, Hayvan Modeli             BBR Uygulaması     İncelenen Örnek BBR’nin Etkisi 

    
3T3-L1 adipositler    18 saat/10µM  3T3-L1 adipositler ↓:TNF-α, 

IL-6,CRP, mRNAs 
 

HepG2 hücreleri 
İnsülin dirençli-palmitat 
uygulanmış 

   24 saat/0.1-10µM       Kültür ↓:TNF-α,IL-6 
 
 
 

KM fareleri, HFD ile beslenmiş  
obez ve insülin dirençli  

2 hafta oral yol 
     50-150mg/kg/gün 

 

       Serum  ↓:TNF-α,IL-6 
 
 

NOD fareleri 2 hafta oral yol 
     200mg/kg/gün 

       Splenositlerin 
       Supernatanları, 

 

↓:TNF-α,IL-6, 
↓:IL-17IFNγ, 

 

NOD fareleri      14 hafta 
50,150,500mg/kg/gün 

      Karaciğer ve 
Böbrek 

↑:IL-10/ TNF-α 
ve IL-10/IL-6 

 
Tek doz 50mg/kg  
Stz -Wistar sıçan 
 

7 hafta 
  100mg/g/gün oral 

      Serum  ↓:CRP 

    

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

2012) 

Çeşitli hücrelerin kültürlerinde berberin tedavisi TNF-𝛼, IL-6, IL-1𝛽, 

matrixmetaloproteaz 9 (MMP9), siklooksijenaz-2 üretimini (COX-2), 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (İNOS), monositikkemoatraktan protein1 

(MCP1) ve C-reaktif proteini (CRP) ve haptoglobini (HP) azalttığını gösteren 

çalışmalar mevcuttur (Choi vd., 2006; Lou vd., 2011; Jeong vd., 2009; Lin & Lin, 

2011; Wang, 2013). İnsüline dirençli HepG2 hücrelerinde (Lou vd., 2011), 

berberinin anti-inflamatuar aktivitesi insülin duyarlılaştırıcı etkisi ile ilişkili 

bulunmuştur. Berberin uygulaması sitokin üretimini önemli ölçüde düşürmüş 

ve serin fosforilasyonunu azaltmıştır, ancak palmitat ile tedavi edilen HepG2 

hücrelerinde insülin aracılı IRS’nin tirozin fosforilasyonunu artırmıştır (Lou 

vd., 2011). 

Ayrıca diyabetik hayvan modellerinde, berberinin anti-inflamatuar 

aktivitesi serum, karaciğer, yağ dokusu ve böbrek gibi farklı dokularda 
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gözlenmiş ve insülin direnci veya diabetes mellitusa karşı etkisi ile 

ilişkilendirilmiştir (Xie, Chang, Chen vd., 2013; Jeong vd., 2009; Shang vd., 

2010; Chen vd., 2011; Xing vd., 2011). 

Özellikle, berberinin NOD farelerinde inflamasyonu inhibe ettiği ve tip 1 

diabetes mellitus gelişimini hafiflettiği kanıtlanmıştır. Bu hayvan modelinde 

berberin, TNF-𝛼, IL-6, IFN𝛾 ve IL-17 gibi proinflamatuar sitokinlerin 

üretimini azaltmıştır. Ayrıca, berberin, IL-10/IL-1𝛽, IL-10/IL-6 ve IL-10/TNF-  

gibi anti-inflamatuar/pro-inflamatuar sitokin oranlarını arttırabilir. 

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi, NOD farelerinin splenositlerinde, 

böbreklerinde ve karaciğerinde gözlenmiştir (Cui vd., 2009; Chueh & Lin, 

2012). 

Hücre kültürü ve diyabetik hayvan modellerinden elde edilen verilerin 

yanı sıra, kliniktede berberinin anti-inflamatuar etkisi gösterilmiştir (Zhang 

vd., 2008). Üç ay boyunca 1 g/gün dozda berberin tedavisi, tip 2 diyabetli 

hastalarda serum IL-6 düzeyini anlamlı derecede azaltmıştır (Zhang vd., 

2008). 

Berberin, anti-inflamatuar etkisini kompleks mekanizmalar aracılığıyla 

meydana getirir. Berberinin kısmen antioksidan yolaklarla ortak olan anti-

inflamatuar etkisinin hücresel yolakları şekil 2.9’da özetlenmiştir. 

Antioksidan aktiviteye ek olarak, adenozin monofosfat‐ aktifleştirilmiş 

protein kinaz (AMPK) yolu da berberinin anti-inflamatuar etkinliği için çok 

önemlidir. AMPK’nin bloke edilmesi, berberinin makrofajlarda iNOS ve COX2 

gibi proinflamatuar sitokinlerin üretimi üzerindeki inhibe edici etkisini 

ortadan kaldırabilir (Mo vd., 2013; Jeong vd., 2009; şekil2.9). Hücrelerdeki 

aşırı iNOS, gereğinden fazla nitrik oksit üretimine neden olabilir ve insülin 

direncinin gelişimi ile yakından ilişkili olabilir (Perreault & Marette, 2001). 

COX2, diabetes mellitus ve diyabetik nefropatinin patogenezi için önemli 

aracılar olan prostaglandinlerin sentezi için anahtar bir enzimdir (Mima, 

2013; DuBois vd., 1998). 

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesinin inflamatuar uyaranlarla aktive 

edilen mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolakları üzerindeki 
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inhibe edici etkisi ile de ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur. 

Berberinin MAPK’ler üzerindeki inhibitör etkisi, makrofajlardaki AMPK 

aktivasyonuna bağlıdır. Berberinin MAPK sinyali üzerindeki düzenleyici 

etkisine ilişkin çelişkili sonuçlar bulunmaktadır. Bazı çalışmalar berberinin 

MAPK’leri inhibe ederek inflamasyonu baskıladığını öne sürse de diğerleri 

P38’in berberin tarafından aktive edildiğini göstermiştir ki bu da berberinin 

oksidatif stres ve inflamasyona karşı etkinliği açısından önemlidir (Jeong vd., 

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

Önceki çalışmalarda, berberinin bazal P38 aktivitesine sahip 

uyarılmamış hücrelerde P38 fosforilasyonunu arttırabileceği görülmüştür, 

ancak MAPK’leri aktive edebilen lipopolisakkarit, serbest yağ asitleri ve TNF-

α gibi inflamatuar uyarıcılar uygulanmış hücrelerde MAPK fosforilasyonunu 

azalttığı görülmüştür (Jeong vd., 2009; Wang, 2013; Wang vd.,2012; Jia vd., 

2012). 

Antioksidan aktivitenin yanı sıra, Nrf2’nin transkripsiyon faktörü de 

berberinin anti-inflamatuar aktivitesinde önemli bir rol oynamaktadır. 

Nrf2’nin bloke edilmesinin berberinin makrofajlardaki proinflamatuar 

sitokinlerin üretimindeki inhibitör etkisini ortadan kaldırdığı görülmüştür. 

Berberin tedavisi, AMPK ve P38’in aktivasyonunu uyarabilir ki bu da Nrf2’nin 

nükleer translokasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerin üretimininin 

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

Ekspresyonu Nrf2 ile sağlanan antioksidan bir enzim olan HO-1 de 

berberin tarafından uyarılabilir. Antioksidan aktivitenin yanı sıra, HO-1 

ayrıca berberinin anti-inflamatuar aktivitesinde de rol almaktadır, çünkü HO-

1’in bloke edilmesi berberinin proinflamatuar sitokinlerin üretimi üzerindeki 

inhibe edici etkisini azaltabilir (Mo vd., 2013; Hsu vd., 2012; Hsu vd., 2013; Bae 

vd., 2013; Lee vd., 2013). Son çalışmalar, HO-1’in insülin direnci, diabetes 

mellitus, oksidatif stres ve inflamasyona karşı faydalı etkileri olan çok önemli 

bir molekül olduğunu kanıtlamıştır (Ndisang, 1997). 

NF-kB yolağı inflamasyonu kontrol etmede önemli bir rol oynar ve şekil 

2.9’da da gösterildiği gibi berberinin anti-inflamatuar aktivitesi gibi için de 
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kritik bir hedeftir (Gratas-Delamarche vd., 2014). NF-𝜅B sinyal yolağında, 

I𝜅Bkinaz𝛽 (IKK-𝛽), TNF-α gibi inflamatuar uyaranlarla aktive edilebilir 

(Goldin, 2006; Gratas-Delamarche, 2014). IKK-𝛽 aktivasyonu, 181(ser181) 

konumundaki serin kalıntısının fosforilasyonunu gerektirmektedir (Mercurio 

vd., 1997; Karin, 1999). Ek olarak, berberinin IKK-𝛽 üzerindeki inhibitör 

etkisi, IKK-𝛽’nin 179 pozisyonunda bir sistein kalıntısı da gerektirmektedir 

(Pandey vd., 2008). 

İnhibitör 𝜅B-𝛼 (I𝜅B-𝛼), IKK𝛽 ile fosforile edilip sonra da yıkıldığında 

(Mercurio vd., 1997; Karin, 1999) IKK-𝛽’nın berberin tarafından inhibe 

edilmesi I𝜅B-𝛼’nın dengelenmesine neden olur ki bu da NF-𝜅B’nin nükleer 

translokasyonunu bloke eder (Wang, 2013; Yi vd., 2008; Jia vd., 2012; Lee vd., 

2007; Jiang vd., 2011; Wan vd., 2013). Bir transkripsiyon faktörü olarak NF- 𝜅B, 

TNF-α, IL-6, iNOS ve COX2 gibi çeşitli proinflamatuar sitokinlerin 

ekspresyonunu artırır (Goldin vd., 2006; Gratas-Delamarche vd., 2014). 

Yakın geçmişte yapılan bir çalışmada, berberin diyabetik sıçanlarda 

RhoGTPaz sinyal yolağını inhibe ederek böbrek inflamasyonunu azaltmıştır 

(Xie, Chang, Chen vd., 2013). RhoGTPaz, çoklu biyolojik fonksiyonları olan 

küçük GTP bağlayıcı proteinlerin üst ailesinin bir üyesidir ve diyabetik 

sıçanlarda NF-𝜅B sinyal yolunu pozitif olarak düzenlediği kanıtlanmıştır (Xie, 

Peng, Chang vd., 2013; Shi & Wei, 2013). Bu nedenle klasik NF-𝜅B sinyal 

yolağının düzenlenmesine ek olarak, berberin, RhoGTPaz’ı baskılayarak da 

NF-𝜅B ‘yi inhibe edebilir (Xie, Chang, Chen vd., 2013; Xie, Peng, Chang vd., 

2013). Berberinin RhoGTPaz üzerindeki inhibitör etkisi, antioksidan 

aktivitesine de dayanmaktadır (Xie, Chang, Chen vd., 2013). 

NF-𝜅B’ye ek olarak, transkripsiyon faktörü AP-1 de berberinin anti-

inflamatuar aktivitesinde rol oynamaktadır (Remppis, Bea, Greten, 2010; Kuo, 

Chi & Liu, 2004). NF-𝜅B gibi, AP-1 de inflamasyon gelişimi için önemlidir 

(Schonthaler, Guinea-Viniegra & Wagner, 2011). Berberinin makrofajlara ve 

epitel hücrelere uygulanması, AP-1’in DNA bağlama aktivitesini büyük ölçüde 

zayıflatmış ve MCP-1 ve COX2 gibi sitokinlerin üretimini azaltmıştır. 

(Remppis, Bea, Greten, 2010; Kuo, Chi & Liu, 2004). AP-1 ve NF-𝜅B’nin 
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transkripsiyonu uyarıcı etkisinin peroksizom proliferatör ile aktifleştirilen 

reseptör-𝛾 (PPAR𝛾) aktivasyonu ile inhibe edilebileceği de bildirilmiştir (Ricote 

vd., 1998; Delerive vd., 1999; Pasceri vd., 2000). Berberinin makrofaj ve 

barsakta kısmen PPARy aktivasyonu ile proinflamatuar sitokin üretimini 

azalttığı bildirilmiştir (Chen, Yang, Liu vd., 2008; Feng, Gao, Zhou vd., 2012). 

PPAR𝛾 aktivasyonunun kısmen AP-1 ve NF-𝜅B’nin berberin tarafından inhibe 

edilmesine katkıda bulunması olasıdır (Şekil 2.9). 

 

Şekil 2.9. Oksidatif stres ve inflamasyonda berberin mekanizması (Li, Geng, Jiang & 

Kong, 2014) 

 

2.2.3.3. Antiapoptotik Etkisi 

Berberin özellikle de nörodejeneratif hastalıklarda antiapoptotik etkiye 

sahip görünmektedir ve yapılan çalışmalarda hipokampal apoptoz ve 

nigrostriatal dopaminerjik nöron kaybını önleyerek hafıza bozukluğunun ve 

Parkinson hastalığındaki motor fonksiyon bozukluğunun hafifletilmesinde 

terapötik bir ajan olarak görev yapabileceği öne sürülmüştür (Kim vd., 2014). 
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Ayrıca berberinin Akt aktivasyonu aracılığıyla serebral iskemi-

reperfüzyon hasarına karşı antiapoptotik aktiviteye sahip olduğu da 

saptanmıştır (Hu vd., 2012). Bu nedenle, PI3K/Akt yolu berberinin 

antiapoptotik mekanizmalarına dair ipuçları sağlar. 

2.2.3.3.1. PI3K/AKT/Bcl‐2 yolu 

Akt/PKB, apoptozun inhibisyonunu destekleyen bir dizi hücresel 

substratın fosforilasyonu yoluyla çeşitli görevler gerçekleştirmektedir (Sen, 

Mukherjee, Ray & Raha, 2003). Özellikle, Bcl‐ 2 ekspresyonunun up-

regülasyonu umut verici bir anti apoptotik yolaktır (Pugazhenthi vd., 2000). 

Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal dış membran geçirgenliğini 

düzenleyerek mitokondriyal apoptoza aracılık eder, bu da kaspaz kaskadının 

aktivasyonu aracılığıyla apoptozu başlatır (Zheng, Viacava, Kriwacki & 

Moldoveanu, 2016). Bcl‐ 2 ailesi, Bcl‐ 2 gibi antiapoptotik proteinleri, Bax gibi 

proapoptotik proteinleri ve kaspazlar olarak bilinen bir sistein proteaz sınıfını 

içerir. Bax/Bcl-2 oranının artışı sıklıkla apoptoz indüksiyonunu 

değerlendirmek için kullanılmaktadır (Cohen, 1997; Oltvai, Milliman, 

Korsmeyer, 1993). 

Bcl‐ 2’nin (Ser87) fosforile edilmesi, anti-hücre ölüm fonksiyonunu inhibe 

edebilir. Berberinin fare hippokampal dilim kültürlerinde iskemik hasara 

karşı Bcl-2’nin fosforilasyonunu baskıladığı gösterilmiştir (Cui vd, 2009). 

Bunun yanı sıra, NSC34 motor nöron benzeri hücrelerde, berberinin, 

antiapoptotik protein olan Bcl‐2’yi artırarak ve sitokrom C, Bax ve kaspazlar 

gibi apoptotik proteinleri azaltarak apoptozu önlediği de gösterilmiştir (Hsu, 

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

Berberinin hipokampusta Parkinson hastalığı-kaynaklı apoptozu 

zayıflattığı da gösterilmiştir. Berberin tedavisi Bcl-2 ekspresyonunu artırıp ve 

Bax ekspresyonunu azalttığında kısa süreli hafıza bozulmasını da 

iyileştirmiştir (Kim vd., 2014). 

Ayrıca berberin sitokrom C ekspresyonu ve Bcl-2/Bax ve Bcl‐2/Bax 

oranlarını düzeltmek yoluyla Alzheimer hastalığı-kaynaklı apoptoza karşı 

koruyucu etki gösterebilir (Liang vd., 2017). Bunun yanı sıra, berberinin 
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serebral iskemi ve hipokside nöronal apoptozu inhibe ettiği bir çalışmada, 

hipoksiyle indüklenebilir faktör 1-alfanın (HIF‐1-α) rolünden de 

bahsedilmiştir. Orta serebral arter tıkanıklığı olan sıçan modelinde berberin 

ön uygulaması PC12 hücrelerinin hayatta kalmasında, azalmış HIF‐1α, 

kaspaz‐ 9, kaspaz‐ 3 ve artmış Bcl-2/Bax oranlarıı sorumlu bulunmuştur 

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

Kısacası, berberin nöron apoptozuna karşı Bcl‐ 2 gibi antiapoptotik 

proteinlerin upregülasyonu ve Bax, kaspaz, sitokrom C, AIF ve HIF‐1α gibi 

proapoptotik faktörlerin downregülasyonu yoluyla koruma sağlar.  

2.2.3.3.2. PI3K/AKT/GSK3β sinyal yolu ve Wnt/GSK3β yolu 

Glikojen sentazkinaz-3 (GSK‐3), PI3K/Akt yolağı veya Wnt sinyalleriyle 

baskılanır. GSK‐3’ün hedefleri, Bcl‐2 ailesi proteinleri, NF ‐κB sinyali, Myc, 

siklin D, siklin E, β-katenindir ki bunlar apoptoz, hücre sağkalımı, hücre 

büyümesi, stres yanıtı ve proliferasyonda rol alır. (Maurer, Preiss, Brauns‐ 

Schubert, Schlicher, Charvet, 2014). 

Berberinin Alzheimer hastalığını önlemek için GSK‐3β aktivasyonunu 

tersine çevirdiği de bildirilmiştir (Yu vd., 2011). 

PI3K/AKT/GSK3β sinyal yolu aracılığıyla, berberin ayrıca AMPK yolunu 

da aktive edebilir ve amiloid öncü proteinin fosforilasyonunu engelleyebilir (Lu 

vd., 2015; Durairajan vd., 2012). 

2.2.3.3.3. AMPK yolu 

Bir hücresel enerji algılayıcısı olan AMPK’nin nörodejeneratif 

hastalıklarda aşırı aktif olduğu düşünülmektedir (Krishan, Richardson, Sahni, 

2015) ve AMPK inhibisyonunun inmede nöroprotektif etkisi daha önceden 

bildirilmiştir (Li, Zeng, Viollet, Ronnett, McCullough, 2007; McCullough vd., 

2005). 

Mevcut çalışmalar göstermektedir ki berberin, inflamasyonu azaltmak 

için AMPK yolunu aktive etmekte veya hücrelerin farklı enerji durumuna göre 

apoptozla savaşmak için AMPK yolunu inhibe etmektedir (Xue vd., 2016; 

Shen, Jiang, Yang, Wang, Zhu, 2017; Lu vd., 2015; Chen vd., 2016). 
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Şekil 2.10. Berberinin çeşitli hastalıklara karşı etkisinin mekanizması (Kumar vd., 2015) 
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2.2.3.3.4. Hücre döngüsüne etkisi 

Bildiğimiz üzere, hücre döngüsünün durması hücre ölümünü önlemek 

açısından etkili bir yoldur. 

Berberinin poli (A) kuyruğuna etki ederek, retinoblastom 1’in 

mRNA’sının yarı ömrünü uzatabildiği bulunmuştur. Bu nedenle berberin, 

nöronların hücre döngüsünün durdurulmasını kolaylaştırır ve sonuçta 

iskemi/reperfüzyon modelinde apoptozu önler (Chai vd., 2014). 

Ayrıca bir çalışmada berberinin hücreyi G0/G1 fazında tutmak için 

reperfüzyonun başlangıcında siklin D1 ve p53 ekspresyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Bu şekilde, berberin nöronların apoptoza uğramasını 

önlemektedir (Chai vd., 2013). 

2.2.4. Güvenlik önlemleri ve ilaç etkileşimleri 

Berberin içeren bitkilerin etkinliği ve güvenliği, Ayurveda ve Çin 

tıbbında 3000 yıl öncesine kadar uzanır. Bununla birlikte, berberin içeren 

bitkilerin uterusu uyarıcı etkisi nedeniyle, hamilelikte kullanımı 

önerilmemektedir. Singapur’da berberin içeren iki Çin otunun (Rhizoma 

coptidis ve Cortex phellodendri) kullanımı, son 20 yılda, glikoz-6-fosfat 

dehidrojenaz eksikliği olan yenidoğanlarda berberin sarhoşluğu ve 

kernikterusa yol açması nedeniyle yasaklanmıştır (Linn vd., 2012). Ayrıca 

plasentayı geçebildiği ve fetusa zarar verdiği de bildirilmiştir. Aynı zamanda 

anne sütü ile de aktarılabilmekte olduğundan emzirme döneminde berberin 

kullanımında dikkatli olunması gerekir. Ancak, terapötik berberin dozlarında 

genotoksik, sitotoksik ve/veya mutajenik etkiler bildirilmemiştir (Birdsall & 

Kelly,1997). 

 Bu çalışmanın amacı, 200 mg/kg intraperitoneal siklofosfamid 

uygulaması ile sıçanlarda oluşturulan testis hasarı üzerine berberinin önleyici 

ve/veya tedavi edici etkisi olup olmadığını değerlendirmek ve eğer varsa 

bunun olası mekanizmalarını oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz 

düzeyinde değerlendirmektir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan hayvanlar 

Deneylerde yaklaşık 200-300 g ağırlığında yetişkin Sprague-Dawley cinsi 

erkek sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlar, çalışma ortamına uyum sağlamaları 

için deney başlangıcından bir hafta önce laboratuara alınarak 12 saat karanlık 

12 saat aydınlık döngüsünde, 24±1 °C sıcaklıktaki iyi havalandırılan odalarda 

barındırılmıştır. Adaptasyon dönemi ve deney süresinde standart hayvan yemi 

ve çeşme suyu ile beslenmeleri sağlanmıştır. Tez çalışması süresince 

gerçekleştirilen tüm deneyler, Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Bilimsel 

Araştırmalar Etik Komisyonu’ndan onay alındıktan sonra yapılmıştır (Dosya 

Kayıt No.6582018). 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

Elisa okuyucu     BiotekPowerWave XS 

Hassas Terazi     Ohaus 

Homojenizatör     HeidolpSilentCrusher M;  

İnkübatör      Lab. Companion S1-600 

Makler kamerası     Sefi-Medicalİnstruments,  

Soğutmalı santrifüj    Eppendorf (5810R) 

Manyetik Karıştırıcı    DAIHAN   

Vorteks      Heidolp REAX control 

Pipet seti      Brand 

Otomatik pipetör     Eppendorf 

Işık Mikroskopu              Olympus BH-2 

3.1.3. Kullanılan Kimyasal Madde ve Kitler 

Interlökin 2(IL-2) ELİSA KİT (Rat)  Shanghai Yl biotech, ÇİN  

Interlökin 6(IL-6) ELİSA KİT (Rat)  Shanghai Yl biotech, ÇİN 
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TAS       Rel Assay Diagnostic, Türkiye 

TOS       Rel Assay Diagnostic, Türkiye 

Berberine       Fluoro Chem, UK 

Ketamin (Ketalar®)    Pfizer, Türkiye 

Ksilazin (Rompun®)    Bayer, Türkiye 

PBS tablet      BIOMATIK, Kanada 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Deney protokolü 

Deney grupları her grupta 8 adet olmak üzere 5 grupta toplamda 40 adet 

erkek sıçandan oluşturulmuştur. Berberin gruplarına sırasıyla serum 

fizyolojik içinde hazırlanmış berberin 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg 

dozlarda 14 gün süre ile oral olarak uygulanmıştır. Kontrol grubuna ve CP 

grubuna 14 gün süre ile serum fizyolojik oral olarak uygulanmıştır. 

Grup 1; 7 gün oral olarak serum fizyolojik uygulanmış ve 8. Günde 200 

mg/kg dozda intraperitoneal SF uygulanmış ve sonrasında 14. güne kadar oral 

olarak serum fizyolojik uygulanmış olan sıçanlar (n:8) (KONTROL) 

Grup 2; 7 gün oral olarak serum fizyolojik uygulanmış, 8. günde 200 

mg/kg dozda intraperitoneal CP uygulanmış ve sonrasında 14. güne kadar oral 

olarak serum fizyolojik uygulanmış olan sıçanlar (n:8) (CP) 

Grup 3; 7 gün oral olarak 75 mg/kg dozda serum fizyolojik içinde 

çözdürülmüş berberin uygulanmış, 8. günde 200 mg/kg dozda intraperitoneal 

CP uygulanmış ve sonrasında 14. güne kadar oral berberin uygulanmış 

sıçanlar (n:8) (BER75) 

Grup 4; 7 gün oral olarak 150 mg/kg dozda serum fizyolojik içinde 

çözdürülmüş berberin uygulanmış, 8. günde 200 mg/kg dozda intraperitoneal 

CP uygulanmış ve sonrasında 14. güne kadar oral berberin uygulanmış 

sıçanlar (n:8) (BER150) 
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Grup 5; 7 gün oral olarak 300 mg/kg dozda serum fizyolojik içinde 

çözdürülmüş berberin uygulanmış, 8. günde 200 mg/kg dozda intraperitoneal 

CP uygulanmış ve sonrasında 14. güne kadar oral berberin uygulanmış 

sıçanlar (n:8) (BER300) 

Tablo 3.1. Hayvan grupları ve deney modeli 

Gün / 

Grup 

Kontrol CP Ber75 Ber150 Ber300 

1-7. gün SF (oral) SF (oral) Berberin 75 

mg/kg (oral) 

Berberin 150 

mg/kg (oral) 

Berberin 300 

mg/kg (oral) 

8. gün SF 200mg/kg 

(ip) 

CP 200mg/kg 

(ip) 

CP 200mg/kg 

(ip) 

CP 200mg/kg 

(ip) 

CP 200mg/kg 

(ip) 

8-14. gün SF (oral) SF (oral) Berberin 75 

mg/kg (oral) 

Berberin 150 

mg/kg (oral) 

Berberin 300 

mg/kg (oral) 

 

14 günlük uygulama sonrasında son ilaç dozundan 24 saat sonra 

aşağıdaki protokole göre örnekleme yapılmıştır.  

3.2.2. Örneklerin alınması 

1. Deney gruplarını oluşturan sıçanlara 14 günlük uygulama süresi 

sonunda intraperitonal olarak 60 mg/kg- ketamin ve 5 mg kg-ksilazin ile genel 

anestezi uygulanmış ve ardından servikal dislokasyon yoluyla ötenazi 

sağlanmıştır. 

2. Hemen ardından sıçanların her iki testisi çıkarılmıştır. Testislerden 

biri fosfat tamponu çözeltisi (NaCl: 8 g, KCl: 0.2 g, KH2PO4: 0.2 g, Na2HPO4: 

1.14 g tartılarak 1L distile su içinde) içeren kaplara konularak histolojik 

inceleme için ayrılmıştır. 

3. Kan ve diğer kirliliklerden temizlenmesi sağlanan diğer testis ise 

belirli bir süre süzgeç kâğıdında bekletilip fazla nemi alındıktan sonra 

tartılarak testis ağırlığı belirlenmiş ve kaydedilmiştir.  
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4. Yine bu ikinci testisten alınan yaklaşık 100 mg’lık doku örneği 100 

mg/ml (1:10 ağırlık/hacim) olacak şekilde içerisinde fosfat tamponu çözeltisi 

bulunan V-tabanlı kapaklı tüplere konularak -20°C’de testis homojenatı 

hazırlamak için kullanılana dek saklanmıştır. 

5. -20°C’den alınan numuneler oda ısısında çözülmesi sağlandıktan sonra 

yarı sıvı, yarı buz formdayken homojenizatör yardımıyla homojenize edilmiş ve 

ardından soğutucu özellikli santrifüj cihazına konularak +4°C’de 15000rpm de 

15 dk süre ile santrifüj edilmiştir. 

6. Santrifüj edildikten sonra numunelerin supernatantları pipet 

yardımıyla alınarak başka bir V-tabanlı kapaklı tüpe aktarılmıştır. Sitokin ve 

oksidatif stres değerlendirmeleri yapılana dek+4°C’de buzdolabında 

saklanmıştır. 

3.2.3. Biyokimyasal analizler 

3.2.3.1. Oksidatif stres değerlendirmesi 

1. Total Antioksidan Seviye ölçümü: Örneklerin total antioksidan status 

düzeyi (TAS), Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, 

Tükiye) kullanılarak ölçülmüştür. E vitamininin suda çözünür bir analoğu 

olan Trolox kalibratör olarak kullanılmıştır. 

2. Total Oksidan Seviye ölçümü: Örneklerin total oksidanstatus (TOS) 

düzeyi Rel Assay marka ticari kitler (Rel Assay Kit Diagnostics, Tükiye) 

kullanılarak ölçülmüştür. Hidrojen peroksid kalibratör olarak kullanılmıştır. 

Sonuçlar μmol H2O2 equiv/lt şeklinde ifade edilmiştir. 

Oksidatif Stres İndeksi: TOS düzeylerinin TAS düzeylerine oranının 

yüzde derecesi olarak ifade edilen OSİ hesaplanırken, aşağıdaki formülden 

yararlanıldı ve sonuçlar “arbitraryunit” (AU) olarak ifade edilmiştir (Erel 

2005). 

𝑂𝑆İ =
TOS, μmol H2O2 equiv./lt

TAS, mmol Trolox equiv./lt x 10
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3.2.3.2. Sitokin düzeylerinin değerlendirilmesi 

Testis dokusundan elde edilen homojenatlarda sitokin düzeylerini 

değerlendirebilmek için IL-2 (Shanghai Yl biotechCo. Ltd. Rat Interleukin 2 

ELISA Kit, ÇİN) ve IL-6 (Shanghai Yl biotech Co. Ltd. Rat Interleukin6 

ELISA Kit, ÇİN) ELISA kitleri kullanılmış ve üreticisi tarafından belirlenen 

deney prosedürüne göre çalışılmıştır.  

3.2.3.3. Histolojik değerlendirme 

Çıkarılan testisler %10’luk nötral tamponlu formaldehit içerisine 

alınarak 24 saat süreyle tutuldular. Daha sonra testisler enine dilimlere 

ayrılarak ilave bir 24 saat süre ile tespite devam edildi. Testisin üst, orta ve 

alt kısmından alınan dilim örnekleri çeşme suyu ile yıkandıktan sonra 

sırasıyla %70, %80, %90 ve %96’lık etanol serisinden geçirilerek dehidrate 

edildiler. Işık geçirgen hale getirmek için iki kez ksilolde tutuldu. Sıvı parafin 

serisinden geçirildikten sonra parafin bloklar elde edildi. Mikrotomla 4-5 µm 

kalınlığında kesitler alınarak genel histopatolojik değerlendirme için 

hematoksilin-eozin boyama tekniği, apoptoz durumunu değerlendirmek için 

kaspaz 3 ve Bcl-2 immünohistokimyası uygulandı. Binoküler mikroskop 

altında yapılan incelemede saptanan bulguları temsil eden görüntüler dijital 

kamera ile alındı. 

3.2.3.4. İstatistiksel analiz 

Tüm veriler ortalama±standart hata olarak ifade edilmiştir. Bağımsız 

gruplardan oluşan ve normal dağılım gösteren değişkenlere OneWay 

Analysis of Variance testi uygulanmış olup, normal dağılım göstermeyen 

değişkenlere ise Kruskal-Wallis OneWay Analysis of Variance on Ranks 

test ile analiz edilmiştir. p<0.05 olasılık değerleri önemli olarak kabul 

edilmiştir. Tüm veri analizleri SPSS 21.0 paket programları ile yapılmıştır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Morfometrik Bulgular 

Hayvanlarda 14 günlük deney prosedürünün başında ve bitiminde 

ölçülen vücut ve testis ağırlık değerleri Tablo 4.1’dedir. 

Tablo 4.1. Hayvanlarda vücut ve testis ağırlıkları (a kontrole göre ve b CP grubuna göre; 

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

 Kontrol CP CP+Ber75 CP+Ber150 CP+Ber300 

İlk vücut 

ağırlığı (g) 

208,75 ± 22,24 180,63 ± 18,77 156,88 ± 12,25 200,63 ± 16,51 208,75 ± 12,46 

Son vücut 

ağırlığı (g) 

314,13 ± 29,72 275,88 ± 25,51 192,25 ± 10,7 248,71 ± 18,35 265,50 ± 18,34 

Testis 

ağırlığı (mg) 

1538,75 ± 66,33 1520,75 ± 

66,15 

1351,63 ± 27,23 1592,43 ± 63,04 1594,88±67,49 

Testis 

ağırlığı / 

V(son)ağırlığı 

5,24 ± 0,30 5,26 ± 0,20 7,14 ± 0,29a,b*** 6,53 ± 0,33a,b* 6,10 ± 0,23 

 

 

Şekil 4.1. Deney prosedürün başlangıcında (ilk V.A.) ve bitiminde (son V.A.) ölçülen vücut 

ağırlıkları (g) 
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Hayvanlarda 14 günlük deney prosedürün başlangıcında (ilk V.A) ve 

bitiminde (son V.A) ölçülen vücut ağırlıkları Şekil 4.1’de karşılaştırmalı olarak 

verilmiştir. İlk VA ve son VA açısından gruplar arasında anlamlı bir fark 

gözlenmemiştir (p>0,05).  

 

Şekil 4.2. Deney prosedürünün bitiminde vücu ağırlığında gözlenen yüzde değişim (VA%) 

(***p<0,001 kontrole göre; ++p<0,01 CP grubuna göre, +++p<0,001 CP grubuna göre) 

 

14 günlük deney prosedürünün bitiminde CP verilen hayvanlarda vücut 

ağırlığında gözlenen yüzde değişim kontrol grubuna göre bir miktar azalmış 

olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). Ancak 

CP sonrasında 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozunda berberin ile tedavi 

sonrasında hem kontrol grubuna göre hem de CP grubuna göre vücut ağırlığı 

yüzde değişimi anlamlı derecede azalmıştır (kontrol grubuna göre sırasıyla 

p<0,001, p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna göre sırasıyla p<0,001, p<0,001 ve 

p<0,01).  
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Şekil 4.3. Deney prosedürünün bitiminde testis ağırlığının vücut ağırlığına oranı (TA/VA) 

(mg/g) (*p<0,05 ve ***p<0,001 kontrole göre; +p<0,05 ve +++p<0,001 CP grubuna göre) 

Testis ağırlığının vücut ağırlığına oranına bakıldığında CP grubunda 

kontrol grubuna göre anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05). 300 mg/kg 

berberin ile tedavi de TA/VA oranında anlamlı bir değişikliğe neden olmazken 

hem kontrol grubuna göre hem de CP grubuna göre TA/VA oranı Ber75 

grubunda ve Ber150 grubunda anlamlı derecede daha yüksekti (kontrol 

grubuna göre sırasıyla p<0,001 ve p<0,05; CP grubuna göre p<0,001 ve 

p<0,05). 

4.2. Biyokimyasal Bulgular 

Tablo 4.2. Deney gruplarında oksidatif stres durumu ve sitokin düzeyleri  

(akontrole göre;*p<0,05). 

 Kontrol CP CP+Ber75 CP+Ber150 CP+Ber300 

OSI (AU) 1,34 ± 0,29 2,26 ± 0,26 1,94 ± 0,34 1,03 ± 0,33 1,43 ± 0,37 

IL-2 (ng/L) 87 ± 4,04 90,13 ±  3,31 80,88 ± 4,95 81,75 ± 7,68 95,13 ± 5,02 

IL-6 (ng/L) 0,54 ± 0,05 1,45 ± 0,21a* 1,18 ± 0,13 1,01 ± 0,19 1,19 ± 0,26 
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Şekil 4.4. Testis homojenatlarında ölçülen IL-2 düzeyleri (ng/L) 

Testis örneklerinden elde edilen homojenatlarda ELISA yöntemiyle 

ölçülen IL-2 düzeyleri gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

göstermemiştir (p>0,05). 

 

 

Şekil 4.5. Testis homojenatlarında ölçülen IL-6 düzeyleri (ng/L) 

Testis homojenatlarında ELISA yöntemiyle ölçülen IL-6 düzeyleri kontrol 

grubuna göre CP grubunda anlamlı derecede daha yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Berberin tedavisi sonrasında IL-6 düzeylerinde CP grubuna göre bir 

miktar azalma saptanmış olsa da bu farklılık istatistiksel olarak anlamlılığa 

ulaşmamıştır (p>0,05).  
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Şekil 4.6. Testis homojenatlarında oksidatif stres indeksi (OSI) 

 (AU*: arbitrary unit) 

Testis dokusunda oksidatif ve antioksidatif sistemlerin durumunu 

gösteren OSI değeri CP grubunda kontrol grubuna göre bir miktar yüksek ve 

berberin ile tedavi edilen üç grupta da CP grubuna göre bir miktar azalmış 

bulunmakla birlikte bu farkların hiçbiri istatistiksel olarak anlamlı değildi 

(p>0,05).  

4.3. Histolojik Bulgular 

4.3.1. Genel histopatolojik değerlendirme 

Hematoksilin-eozin ile boyanan testis kesitlerinden deney gruplarını 

temsil eden görüntüler şekil 4.7 ve şekil 4.8’de görülmektedir. Kontrol 

grubunda testisler tipik histolojik görünüm sergilediler ve seminifer tübüller 

ile interstisyel alan yapıları normal görünümdeydi. Siklofosfamid verilen 

grupta ise seminifer tübüllerin düzensiz şekiller aldığı ve spermatogenetik 

hücrelerin tübül duvarında disorganize bir şekilde bulunduğu dikkati çekti. 

Bazı tübüllerin lümeninde dökülmüş spermatogenetik hücreler görülürken 

bazı tübüllerde de hücre kaybı nedeniyle tübül çapının azaldığı ve tübül 

lümeninin kaybolduğu saptandı. Siklofosfamid+berberin verilen gruplarda 

genel olarak berberinin siklofosfamidin testiste hasar yapıcı etkilerini azalttığı 

veya düzelttiği görüldü. Berberin 75 mg/kg dozunda uygulandığında 
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siklofosfamidin etkileri azalsa da bazı tübüllerde bozulmaların devam ettiği 

gözlendi. 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarında verilen berberinin ise testislerde 

belirgin bir iyileşme sağladığı ve kontrole yakın bir histolojik yapı sergilediği 

saptandı. 

4.3.2. Apoptoz değerlendirmesi 

Apoptoz belirteçlerinden birisi olan kaspaz 3 ile immünohistokimyasal 

olarak boyanan preparatlar incelendiğinde (Şekil 4.9) spermatogenetik 

hücrelerin hiçbir grupta belirgin olarak apoptoz sergilemediği, ancak 

interstisyel alanda yerleşmiş olan Leydig hücrelerinin gruplara göre farklı 

düzeyde kaspaz 3 reaksiyonu gösterdiği belirlendi. Leydig hücreleri kontrol 

grubunda pozitif reaksiyon göstermez iken siklofosfamid grubunda en fazla 

sayı ve yoğunlukta pozitif reaksiyon gözlendi. Siklofosfamid+berberin 

gruplarında berberin dozu arttıkça pozitif boyanan Leydig hücrelerinin sayı ve 

yoğunluğunun azaldığı saptandı. 

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 ile işaretlenen testis kesitleri 

incelendiğinde (Şekil 4.10) seminifer tübüllerde bulunan spermatogenetik 

hücrelerin kontrol grubunda belirgin bir pozitif boyanma sergilediği, 

siklofosfamid grubunda ise negatif veya zayıf pozitif boyanmanın olduğu 

gözlendi. Siklofosfamid+berberin verilen gruplarda berberin dozu arttıkça 

spermatogenetik hücrelerdeki pozitif boyanmanın arttığı dikkati çekti. 75 

mg/kg berberin verilen grupta zayıf Bcl-2 boyanması görülür iken 150 mg/kg 

ve 300 mg/kg dozlarında uygulanan berberinin kontrol grubuna benzer şekilde 

bir pozitif boyanmaya neden olduğu görüldü. 
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Şekil 4.7. Deney gruplarına ait sıçan testis kesitleri 

*Objektif büyütme (x20) 

A: Kontrol grubunda normal histolojik yapıya sahip seminifer tübüller ve intersisyel 

alan yapıları.  

B: Siklofosfamid grubunda seminifer tübül lümenlerinin kaybolduğu ve tübül çaplarının 

azaldığı dikkati çekmektedir. 

C: Siklofosfamid+75 mg/kg berberin uygulanan grupta seminifer tübüllerde 

spermatogenetik hücrelerde kısmi disorganizasyonun olduğu,  

D: Siklofosfamid+150 mg/kg berberin uygulanan grupta seminifer tübüllerin kontrole 

yakın bir görünüm sergilediği ve  

E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta tamamen kontrole benzer bir 

histolojik yapı olduğu görülmektedir. Hematoksilin-eozin, barlar 100 µm. 
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Şekil 4.8. Deney gruplarına ait sıçan testis kesitleri 

*Objektif büyütme (x40) 

A: Kontrol grubunda normal histolojik yapıya sahip seminifer tübüller ve intersisyel 

alan yapıları. 

B: Siklofosfamid grubunda seminifer tübüllerin düzensiz hale geldikleri,  

C: Siklofosfamid grubunda seminifer tübül lümeninde dökülmüş hücreler ve tübül 

duvarında spermatogenetik hücrelerde disorganizasyonun olduğu dikkati çekmektedir. 

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

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

F: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta kontrole benzer histolojik 

görünümlerin olduğu görülmektedir. Hematoksilin-eozin, barlar 50 µm. 
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Şekil 4.9. Deney gruplarına ait sıçan testis kesitlerinin kaspaz 3 immünoreaksiyonu 

   *→: Leydig hücrelerini gösteren oklar, *Objektif büyütme (x40) 

A: Kontrol grubunda seminifer tübüller ve intersisyel alan yapılarında negatif 

reaksiyon.  

B: Siklofosfamid grubunda  

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

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

E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta pozitif reaksiyon gösteren 

Leydig hücreleri. Barlar 50 µm. 
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Şekil 4.10. Deney gruplarına ait sıçan testis kesitlerinin Bcl-2 immünoreaksiyonu 

*Objektif büyütme (x40) 

Spermatogenetik hücrelerin 

A: Kontrol grubunda belirgin olarak pozitif reaksiyon gösterdiği,  

B: Siklofosfamid grubunda reaksiyonun negatif veya zayıf olduğu,  

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

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

E: Siklofosfamid+300 mg/kg berberin uygulanan grupta berberin dozunun artmasına 

paralel olarak pozitif reaksiyonun arttığı görülmektedir. Barlar 50 µm. 
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5. TARTIŞMA 

Erişkin erkek sıçanlarda yaptığımız bu deneysel çalışmada 200 mg/kg 

dozunda CP’nin intraperitoneal enjeksiyonla uygulanması öncesi ve 

sonrasında 7’şer gün 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarında oral 

berberin uygulamasının testis dokusunda CP’ye bağlı olumsuz etkilere karşı 

koruyucu ve/veya tedavi edici etkisi olup olmadığını değerlendirdik. Bu 

deneylerin sonucunda CP ile testiste histolojik olarak dejeneratif değişiklikler 

saptanmış ve berberin tedavisiyle doza bağımlı olmak üzere bu 

dejenerasyonlarda iyileşmeler saptanmıştır. Testiste görülen bu 

dejenerasyonlarda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun rolü 

değerlendirilmiş ve testis homojenatlarında ölçülen oksidatif stres belirteçleri 

ve sitokin düzeyleri açısından anlamlı bir bulgu elde edilememiş olmakla 

birlikte immunohistokimyasal olarak CP verilen hayvanlarda testis 

dokusunda apoptoz geliştiği ve berberin tedavisi ile doz arttıkça daha fazla 

oranda antiapoptotik etki elde edildiği saptanmıştır. 

Hayvanlarda deney prosedürünün başlangıcında (ilk VA) ve bitiminde 

(son VA) ölçülen vücut ağırlıkları gruplar arasında bir fark göstermiyordu. 

Ancak deney prosedürünün bitiminde vücut ağırlığında gözlenen yüzde 

değişim (VA%) CP grubu ve kontrol grubu arasında anlamlı bir fark 

göstermezken CP ile birlikte 75 mg/kg, 150 mg/kg ve 300 mg/kg dozunda 

berberin ile tedavi sonrasında hem kontrol grubuna göre hem de CP grubuna 

göre vücut ağırlığı yüzde değişimi anlamlı derecede azalmıştır (kontrol 

grubuna göre sırasıyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna göre sırasıyla 

p<0,001, p<0,001 ve p<0,01). Yapılan önceki çalışmaların çoğunda CP 

uygulaması hayvanların vücut ağırlığında anlamlı düzeylerde azalmaya yol 

açmıştır (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Motawi, Sadik, Refaat, 

2010; Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi, 2004; Salimnejad, 

Rad, Nejad, Roshangar, 2018; Xie vd., 2018). Biz çalışmamızda tek doz 200 

mg/kg CP uyguladık ve 7 gün sonra da vücut ağırlıklarını ölçtük. Yukarıdaki 

çalışmalarda kullanılan CP dozları daha yüksek veya deney süresi daha uzun 

tutulmuştu. Bu nedenle CP maruziyeti daha fazla olmuştur. Bizim 
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sonuçlarımızla bu çalışmaların sonuçlarının farklı olması bundan 

kaynaklanabilir. Ayrıca deney bitiminde ölçülen vücut ağırlıklarına 

bakıldığında istatistiksel olarak anlamlılık saptanmasa da CP uygulanan 

hayvanlardaki vücut ağırlığı kontrol grubundakilere göre daha düşük olarak 

bulunmuştur (Tablo 4.1). 

Vücut ağırlığının azalması diğer birçok kanser ilacında olduğu gibi CP 

uygulaması ile de sık görülen bir yan etkidir. Bunun için öne sürülen olası 

mekanizmalar enerji metabolizması üzerine direkt bir etkisinin bulunması 

veya adiposit öncülleri üzerine antiproliferatif etkilerinin bulunmasıdır (Myers 

vd., 2017). Ayrıca, Xie ve arkadaşları (2018) da erişkin sıçanlarda yaptıkları 

bir çalışmada özellikle de CP uygulaması sonrasındaki ilk haftada 

hayvanlarda genel hareketlilikte ve iştahta azalma olduğunu saptamışlardır 

(Xie vd., 2018).  

Siklofosfamidin aksine 3 farklı dozda (75, 150 ve 300 mg/kg) uygulanan 

berberin hayvanların vücut ağırlığında hem kontrole hem de CP grubuna göre 

anlamlı bir azalmaya yol açmıştır (kontrol grubuna göre sırasıyla p<0,001, 

p<0,001 ve p<0,001; CP grubuna göre sırasıyla p<0,001, p<0,001 ve p<0,01). 

Berberinin bu etkisinin daha önceden üzerinde çok çalışılmış olan 

antidiyabetik etkisine bağlı olduğu düşünülebilir. Daha önce yapılan insan ve 

hayvan çalışmalarında da berberin tedavisi ile vücut ağırlığında anlamlı bir 

azalma gözlenmiş ve bunun enerji tüketimini kontrol eden bazı genlerin 

ekspresyonunda değişiklik olmasına (Hu vd., 2014) veya yağ akümülasyonunu 

azaltmasına (Lee vd., 2006) bağlı olabileceği öne sürülmüştür. Berberinin bu 

etkilerine ilave olarak diüretik etkisi de vücut ağırlığında azalmaya neden 

olmuş olabilir. Bashir ve Gilani’nin (2011) yapmış olduğu çalışmada berberinin 

doz bağımlı olarak diüretik etkisi gösterilmiştir (Bashir & Gilani, 2011). 

Vücut ağırlığında CP uygulaması ile görülen değişikliği değerlendirmek 

yoluyla bu ajanın genel toksisitesini belirlemeyi amaçlamanın yanı sıra hedef 

organ olarak testisteki toksisitesini değerlendirmek için de mutlak ve rölatif 

testis ağırlıkları da ölçülmüştür. Buna göre TA/VA oranı CP grubunda kontrol 

grubuna göre anlamlı bir fark göstermemiştir (p>0,05). Bununla birlikte, 300 
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mg/kg berberin ile tedavi de TA/VA oranında anlamlı bir değişikliğe neden 

olmazken hem kontrol grubuna göre hem de CP grubuna göre TA/VA oranı 

Ber75 grubunda ve Ber150 grubunda anlamlı derecede daha yüksek 

bulunmuştur (kontrol grubuna göre sırasıyla p<0,001 ve p<0,05; CP grubuna 

göre p<0,001 ve p<0,05). Literatürde çeşitli doz ve sürelerde uygulanan CP 

sonrasında mutlak ve rölatif testis ağırlıklarında azalma (Abd EI Tawab, 

Shahin, AbdelMohsen, 2014; Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi, 

2004; Salimnejad, Rad, Nejad, Roshangar, 2018) veya artma (Motawi, Sadik, 

Refaat, 2010) görülen ya da anlamlı bir değişiklik görülmeyen (Oyagbemi vd., 

2016; Xie vd., 2018) çalışmalar bulunmaktadır. Mutlak ve/veya relatif testis 

ağırlığında görülen azalmaların sperm üretiminde azalmaya ve apoptoz, 

dejenerasyon ve parankimal atrofi gibi histolojik değişikliklere bağlı 

olabileceği öne sürülmüştür (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; 

Selvakumar, Prahalathan, Mythili, Varalakshmi, 2004; Salimnejad, Rad, 

Nejad, Roshangar, 2018).  

Bizim çalışmamızda da yapılan histolojik incelemelerde CP verilen 

grupta seminifer tübüllerde düzensizlik ve spermatogenetik hücrelerde 

disorganizasyon gözlenmiştir. Ayrıca tübül lümenine dökülmüş 

spermatogenetik hücreler ve tübül çapında azalma da gözlenmiştir. Berberin 

tedavisi ile artan dozlarla birlikte histolojik yapının kontrol grubundaki 

yapıya yaklaşacak şekilde iyileştiği gözlenmiştir. Bu dejeneratif ve parankimal 

değişikliklerin yanı sıra apoptozun değerlendirilmesi için yapılan kaspaz-3 ve 

Bcl-2 immunohistokimyasal boyamalarında da CP uygulaması ile testiste 

apoptotik değişiklikler saptanırken berberin doz bağımlı olarak antiapoptotik 

etkiler göstermiştir (şekil 4.7-10). Yukarıda da belirtildiği üzere, bu histolojik 

değişikliklerin testis ağırlığında da azalma ile sonuçlanması beklenebilir, 

ancak bizim çalışmamızda ne mutlak ne de rölatif testis ağırlığında CP ile 

anlamlı bir değişiklik olmaması CP’nin etkisini akut olarak değerlendirmiş 

olmamıza bağlı olabilir. Nitekim mutlak ve/veya rölatif testis ağırlığında 

azalma gözlenen çalışmaların çoğunda CP maruziyeti düşük dozda olsa da 5-

10 haftaya kadar uzamıştır ki bu da mikroskobik bulguların makroskobik 

etkiler oluşturabilmesine yetecek zamanı sağlamış olabilir. 
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Oksidatif stres ile ilgili ortak bir kanı apoptoz kaskadını başlattığıdır 

(Shaker, Abboud, Assad, Hadi, 2018). ROS pro-apoptotik proteinleri aktive 

etmekte ve voltaj kapılı anyon kanalları yoluyla sitokrom C’nin salınmasına 

neden olmaktadır (Korsmeyer, Wei, Saito, Weiler, Oh, Schlesinger, 2000). 

Sağlıklı ve normal bir hücrede, mitokondri, Bcl-2 gibi antiapoptotik genleri 

içerir. Mitokondriye göç edebilen proapoptotik proteinlerden biri olan Bax, 

antiapoptotik Bcl-2 genini inhibe etmesi ile testiste hasara yol açabilmektedir 

(Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Schwartz & Waxman, 2001). Pro-

apoptotik proteinler ayrıca dış mitokondriyal zarda da sitokrom C’nin 

mitokondri dışına göç etmesine ve apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 

(Apaf-1) ile birleşmesine yol açar ve apoptozom adı verilen kompleks oluşur 

(Green & Reed,1998). Apoptozom prokaspaz-9 ile bağlanır ve kaspaz-9 

formuna aktive eder. Bu aktif kaspaz daha sonra kaspaz 3, 7 ve 12 diye takip 

eden kaspazın aktivasyonunu tetikler (Li & Yuan, 2008). Kaspaz-3 aracılı 

yolakların aktivasyonu da üreme (germ) hücre apoptozuna neden olmaktadır 

(Ryan, O’Callaghan, O’Brien, 2004; Kim, Ghosh, Weil, Zirkin, 2001; Potnuri, 

Allakonda, Lahkar, 2018). 

Berberinle yapılan bir çalışmada antiapoptotik protein olan Bcl‐2’yi 

artırarak ve sitokrom C, Bax ve kaspazlar gibi apoptotik proteinleri azaltarak 

apoptozu önlediği gösterilmiştir (Hsu, Chen, Wu, Wu, Jong & Lo, 2012). Ayrıca 

berberinin Alzheimer hastalığını önlemek için Bcl-2 proteinini hedef alan GSK 

‐ 3β aktivasyonunu tersine çevirdiğini gösteren bir çalışma da mevcuttur (Yu 

vd., 2011). Berberinle yapılan bu çalışmalardan yola çıkarak testiste CP 

kaynaklı apoptozda berberinin antioksidan ve antiapoptotik etkilerinden 

dolayı koruyucu etkisinin olabileceğini düşünmekteyiz. CP uygulanan 

sıçanlara berberin uygulanması sonucu elde edilen histolojik sonuçlar da bize 

berberinin belki de doza-bağımlı olarak koruyucu bir etkisinin olabileceğini 

düşündürmektedir. 

Daha önce yapılmış olan çalışmada (Motawi, Sadik, Refaat, 2010) CP ile 

tedavi edilmiş sıçanların testislerinde, TAS’ın azalmasını takip eden GSH-Px 

ve G6PD’nin azalması ile antioksidan koruma sisteminin etkinliğinin azalması 

ve artmış lipid peroksidasyon durumuyla oksidatif stresin arttığı 
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gösterilmiştir (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014). Oksidatif stres 

ROS üretimi ve hücre içinde ROS’un eliminasyonuyla denge halindedir. Bu 

dengenin bozulması hücrede hasara neden olmaktadır (Vladimir-Knezevic, 

Blazekovic, Kindl, Vladic, Lower-Nedza, Brantner, 2014). CP ile yapılmış 

benzer (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 2014; Motawi, Sadik, Refaat, 

2010; Oyagbemi vd., 2016) ya da farklı doz ve/veya süreli (Salimnejad, Rad, 

Nejad, Roshangar, 2018; Onaolapo, Oladipo, Onaolapo, 2017; Anan, Zidan, Abd 

EL-Baset, Ali, 2018) çalışmalarda testiste ROS ve oksidatif stres sonrası 

oluşan ürünlerin (MDA gibi) seviyelerinde anlamlı artışlar olduğu 

görülmektedir. Yapılan çalışmalarda (Abd EI Tawab, Shahin, AbdelMohsen, 

2014; Motawi, Sadik, Refaat, 2010; Oyagbemi vd., 2016) ROS’un artmış 

olmasına rağmen ölçülen TAS seviyelerinde ise anlamlı derecede azalmalar 

görülmüştür. Çalışmamızda da yukarıdaki çalışmalara benzer nitelikte 

oksidatif ve antioksidatif sistemlerin durumunu gösteren OSI (TOS 

düzeylerinin TAS düzeylerine oranının yüzde derecesi) değeri CP grubunda 

kontrol grubuna göre bir miktar yüksek çıkmakla birlikte bu fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulunamamıştır(p>0,05). 

Farklı ajanlar uygulanarak testiste oluşturulan oksidatif streste zengin 

içerikte berberin fraksiyonu uygulamasına (100 mg/kg) bağlı olarak oksidatif 

stres belirteçlerinde (TBARS) azalma gözlenmiştir. Berberin ekstraktının 

TBARS ve NO seviyelerini azaltarak ve düşmüş GSH miktarını yükselterek 

hücreyi ROS hasarına karşı koruyabileceği gösterilmiştir (Li, Geng, Jiang & 

Kong, 2014). Araştırıcılar buldukları bu sonuçların berberin fraksiyonunun 

güçlü antioksidan etki kapasitesi olduğunu gösteren önceki çalışmalarla 

uyumlu olduğunu gözlemlemişlerdir (Abd EI-Wahab, Ghareeb, Sarhan, Abu-

Serie & El Demellawy, 2013; Laamech, el-Hilaly, Fetoui vd., 2017; 

Pongkittiphan, Chavasiri & Subabphol, 2015).  

Bizim çalışmamızda da OSI değeri berberin ile tedavi edilen üç grupta CP 

grubuna göre yukarıdaki çalışmalara benzer olarak azalmıştır. Ancak bu 

azalmaların hiçbiri istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır (p>0,05). 

Yukarıda araştırıcıların bulmuş olduğu sonuçlarla bizimkilerin farklı 

olmasının nedeni kullanılan berberin kaynaklı olabilir. Biz saf berberin 
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kullanırken bu araştırıcılar bir berberin ekstraktı kullanmışlardır. Berberin 

ekstraktı içerisinde berberin dışında berberubin, columbamin, bermamin, 

palmatin, jatrorrhizin gibi alkoloidler de bulunmaktadır (Rafiee, Nejati, 

Heidari, Ashraf, 2016). Dolayısıyla araştırıcıların bulduğu antioksidan etkide 

berberin dışında ekstrakta bulunan diğer alkoloidlerin katkısı da olabilir.    

Siklofosfamid enjeksiyonunun hayvanlarda farklı modellerde ve farklı 

mekanizmalarla inflamatuar reaksiyonu tetiklediği bilinmektedir. Bu 

proinflamatuar olaylarda özellikle de sitokinlerin rol aldığı düşünülmektedir 

(Yigitaslan, Ozatik, Ozatik, Erol, Sirmagul, Baseskioglu, 2014; Arafa, 2009; 

Sakura, Masuda, Matsuoka, Yokoyama, Kawakami, Kihara, 2009; Hamsa & 

Kuttan, 2011). Bunun yanı sıra PPARγ yolağı üzerinden de inflamasyona 

katkıda bulunduğu da düşünülmektedir (Korkmaz, Topal, Oter, 2007). 

Berberin anti-inflamatuar etkisini MAPK yolunun inhibisyonu, NF-KB 

yolunun inhibisyonu RhoGTPaz inhibisyonu ve PPARg aktivasyonu ile 

gerçekleştirebilir (Li, Geng, Jiang & Kong, 2014). 

Çeşitli hücrelerin kültürlerinde berberin tedavisinin TNF-𝛼 ve IL-6’yı 

azalttığını gösteren çalışmalar mevcuttur (Choi vd., 2006; Lou vd., 2011; 

Shang vd., 2010; Chen vd., 2011). Berberin, IL-10/IL-1𝛽, IL-10/IL-6 ve IL-

10/TNF-  gibi anti-inflamatuar/pro-inflamatuar sitokin oranlarını arttırabilir. 

Berberinin anti-inflamatuar aktivitesi, NOD farelerinin splenositlerinde, 

böbreklerinde ve karaciğerinde gözlenmiştir (Cui vd., 2009; Chueh & Lin, 

2012).  

Ayrıca Nrf2’nin transkripsiyonu berberinin anti-inflamatuar 

aktivitesinde önemli bir rol oynamaktadır. Nrf2’nin bloke edilmesinin 

berberinin makrofajlardaki proinflamatuar sitokinlerin üretimindeki inhibitör 

etkisini ortadan kaldırdığı görülmüştür. Berberin tedavisi, AMPK ve P38’in 

aktivasyonunu uyarabilir ki bu da Nrf2’nin nükleer translokasyonuna ve 

proinflamatuar sitokinlerin üretimininin inhibisyonuna neden olur (Mo vd., 

2013; Lee vd., 2013).  

Bizim çalışmamızda da yukarıdaki çalışmalara (Choi vd., 2006; Lou vd., 

2011; Shang vd., 2010; Chen vd., 2011) benzer sonuçlar gözlenmiştir. Ancak 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rafiee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27200428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nejati%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27200428
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berberin tedavisi sonrasında IL-6 düzeylerinde CP grubuna göre bir miktar 

azalma saptanmış olsa da bu farklılık istatistiksel olarak anlamlılığa 

ulaşmamıştır (p>0,05). Sonuçlardaki bu farklılık çalışmaların in vivo ya da in 

vitro olmasından kaynaklanabilir. Bizim in vivo yapıdaki çalışmamızda sitokin 

düzeyleri testiste anlamlı bir değişikliği yansıtacak düzeye erişememiş 

olabilir. Yine berberin çalışmalarının birçoğu diyabetik modeller üzerinde 

gerçekleştirildiğinden diyabette de ön planda olan inflamasyon bu şekilde 

açığa çıkmış olabilir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Deneylerin sonucunda CP ile testiste histolojik olarak dejeneratif 

değişiklikler saptanmış ve berberin tedavisiyle doza bağımlı olmak üzere bu 

dejenerasyonlarda iyileşmeler saptanmıştır. Testiste görülen bu 

dejenerasyonlarda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun rolü 

değerlendirilmiş ve testis homojenatlarında ölçülen oksidatif stres belirteçleri 

ve sitokin düzeyleri açısından anlamlı bir bulgu elde edilememiş olmakla 

birlikte immunohistokimyasal olarak CP verilen hayvanlarda testis 

dokusunda apoptoz geliştiği ve berberin tedavisi ile doz bağımlı olarak 

antiapoptotik etki görülmüştür. Vücut ağırlıklarının değerlendirmesinde CP 

ve berberin gruplarında kontrol ile kıyaslandığında vücut ağırlığında bir 

azalma olduğu saptanmıştır. Ancak bu azalma istatistiksel açıdan anlamlı 

bulunamamıştır.  

Elde ettiğimiz sonuçlar CP’ye bağlı testis hasarının önlenmesinde 

berberinin yararlı etkileri olabileceğini düşündürmektedir. Hayvanlarda 

oluşan etkilerin insanlarda da benzer etkiler göstermesi muhtemeldir. Bu 

nedenle klinik çalışmaların yapılmasının uygun olabileceği kanaatindeyiz. 
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