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OZET

Ratlarda Doksorubisin ile indiiklenen Hepatotoksisitede Oksidatif Stres,
Inflamasyon, Apoptozis ve DNA Hasar1 Uzerine Naringinin Protektif Etkileri

Amac: Antikanser ilaglar yaygin olarak kullanilirken, bazi yan etkileride yaninda
getirmektedir. En fazla yan etkiye neden olan antikanser ilaglardan biriside doksorubisin
(DOX)’dir. DOX basta karaciger olmak iizere bircok doku ve organda hasara neden
olmaktadir. DOX’un karacigerde meydana getirdigi hasar bir¢ok ajanla tedavi edilmeye
calisilmistir. Bizim ¢alismamizin amaci ise DOX ile indiiklenen karaciger hasarinda Naringin
(NA) flavanoidinin protektif etkilerini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Bu g¢alismada toplam 50 adet Spaque Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Toplam 5 deney grubu olustuldu. Kontrol, DOX, DOX+NA50, DOX+NA100 ve
NA100 olarak ayarlanan deney gruplarina 10 giin boyunca uygulama yapildi. Toksikasyon
gruplarina deneyin 8. giinii 40 mg/kg tek doz DOX intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. NA
gruplarina 50 mg/kg ve 100 mg/kg olmak iizere 2 farkli doz Naringin 10 giin boyunca
intragastik (i.g) olarak uygulandi. 11. giin deney sonlandirildi ve ratlarin karaciger ve serum
ornekleri alind1.

Bulgular: Serum 6rneklerinde AST, ALT, ALP ve LDH diizeyleri DOX uygulanan
gruplarda artti. DOX uygulanan ratlarin karaciger dokusunda antioksidan diizeyi azalirken,
inflamatuvar markirlarin seviyesinin arttigi belirlendi. NA50+DOX uygulanan grubun
karacigerinde tedavi uygulamasina bagl olarak protektif etkili olan Nrf-2-HO-1 yolaginin
aktiflestigi ve NA100+DOX grubunda en yiiksek diizeye ulastig1 belirlendi. DOX uygulanan
grupta ise apoptozisin belirteci olan PI3K-AKT yolagmin uyarildigi belirlendi. Yine
apoptosizle ilgili olarak BAX diizeyinin arttigi ve anti-apoptotik bir markir olan Bcl-2
diizeyinin azaldigi saptandi. DNA hasarinin belirteci olan 8-OHdG diizeyinin ise DOX
uygulanan grupta arttigi gozlendi. Ozellikle yiiksek doz Naringin uygulamasmin DOX’un
meydana getirdigi hasar1 onleyerek koruyucu etki gosterdigi belirlendi.

Sonu¢: DOX wuygulanan grupta karaciger hasarinin meydana geldigi, NA
uygulamasinin ise anti-oksidatif, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik 6zellikleri ile karaciger
tizerinde koruyucu etki gosterdigi elde edilen verilerle saptandi.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, hepatotoksisite, inflamasyon, naringin, oksidatif

stres
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ABSTRACT

Protective Effects of Naringin on Oxidative Stress, Inflammation Apoptosis
and DNA Damage in Doxorubicin-Induced Hepatotoxicity in Rats

Aim: While anticancer drugs are widely used, they also bring some side effects.
One of the anticancer drugs that cause the most side effects is Doxorubicin (DOX). DOX
causes damage to many tissues and organs, especially the liver. The damage caused by
DOX in the liver has been tried to be treated with many agents. The aim of our study is
to investigate the protective effects of Naringin (NA) flavonoid in DOX-induced liver
injury.

Material and method: A total of 50 Spaque Dawley male rats were used in this
study. A total of 5 experimental groups were formed. The experimental groups set as
control, DOX, DOX+NA50, DOX+NA100 and NA100 were treated for 10 days.
Toxication groups were administered 40 mg/kg single dose of DOX intraperitenol (i.p)
on the 8th day of the experiment. Two different doses of Naringin, 50 mg/kg and 100
mg/kg, were administered to the NA groups intragastically (i.g.) for 10 days. On the 11th
day, the experiment was terminated and liver and serum samples of the rats were taken.

Results: AST, ALT, ALP and LDH levels in serum samples increased in DOX
administered groups. It was determined that while the level of antioxidants in the liver
tissue of DOX administered rats decreased, the level of inflammatory markers increased.
It was determined that the Nrf-2-HO-1 pathway, which has a protective effect in the liver
of the NA50+DOX administered group, was activated and reached the highest level in
the NA100+DOX group, depending on the treatment. It was determined that the PI3K-
AKT pathway, which is a marker of apoptosis, was stimulated in the DOX group. Again,
it was determined that BAX level increased in relation to apoptosis and the level of Bcl-
2, an anti-apoptotic marker, decreased. It was observed that the level of 8-OHdG, which
is a marker of DNA damage, increased in the DOX administered group. It was determined
that especially high-dose Naringin application had a protective effect by preventing the
damage caused by DOX.

Conclusion: It was determined by the data obtained that liver damage occurred in
the DOX administered group, and that NA administration had a protective effect on the
liver with its anti-oxidative, anti-inflammatory and anti-apoptotic properties.

Key Words: Doxorubicin, hepatotoxicity, inflammation, naringin, oxidative

stress
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

4CL 4-kumarat CoA-ligaz
8-OHdG 8-hidroksideoksiguanosin
AlF Apoptoz inhibe edici faktor
ALP Alkalen fosfataz

ALT Alanin transaminaz

AST Aspartat aminotransferaz
ATP Adenozin trifosfat

Bad Bcl-2 ile iliskili hiicre 6liimii agonisti
Bak Bcl-2 antagonist oldiirticii 1
Bax Bcl-2 iligkili x proteini

Bcl-2 B hiicreli lenfoma/ 16semi-2
Bel-xL B hiicreli lenfoma-xL

Bcl-Xs B hiicreli lenfoma-Xs

Bid BH3 etkilesimli 6liim agonisti
Bim Bcl-2 etkilesimli hiicre 6liimii aracisi
C4H Sinnamat 4-hidroksilaz

Ca* Kalsiyum iyonu

CHI Kalkon izomeraz

CHS Kalkon sentaz

COX Siklooksijenaz

COX-2 Siklooksijenaz-2

DNA Deoksiriboniikleik asit

DOX Doksorubisin




eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
GPx : Glutatyon peroksidaz

GSH : Glutatyon

H202 : Hidrojen peroksit

HO-1 : Hemoksijenaz-1

IFN-y : Interferon gama

IkB X kB Inhibitorii

IL-10 : Interl6kin-10

IL-1p : Interlokin-1beta

IL-4 X Interl6kin-4

IL-6 X Interl6kin-6

v : Intravendz

i.g ; Intra-gastrik

i.p. ; Intra-peritoneal

iINOS : Indiiklenebilir nitrit oksit sentaz
KAT : Katalaz

LPS : Lipopolisakkarid

Mcl-1 : Myeloid l6semi hiicre farklilagsma proteini
MDA : Malondialdehit

NA : Naringin

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz
NF-xB : Niikleer faktor kappa

NK : Natural killer

nNOS X Noronal nitrik oksit sentaz




NO Nitrik oksit

NOS Nitrit oksit sentaz

Noxa Forbol-12-miristat-13-asetat kaynakli protein 1
Nrf-2 Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2
p-AKT Protein kinaz B

PAL Fenilalanin amonyak-liyaz

PI3K Fosfatidilinositol 3-kinaz

PPAR-y Peroksizom proliferator-aktive reseptor gama
Puma pS3 upregiile apoptoz modiilatorii

RNA Riboniikleik asit

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SIRT-1 Sirtuin-1

SOD Superoksit dismutaz

Thl T helper 1

Th2 T helper 2

TNF Timor nekroz faktor
TNF-a Timor Nekroz Faktor-o

UF7GT Difosfogluflavanon 7-O-glukotransferaz
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1. GIRIS

Kanser, diinya popiilasyonunda olduk¢a yaygin ve en olimciil hastaliklardan
biridir.! Bu oliimciil hastaliklarin tedavileri igin bircok terapotik amagl bilesikler
tretilmistir. Bu terapétik bilesiklerden birisi de Doksorubisin(DOX)’tur. DOX,
antrasiklin grubu bilesikler sinifina aittir ve lenfoma, l6semi, akciger karsinomlari, gogiis,
yumurtalik ve tiroid gibi ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
kemotoropatik bir ilagtir.? Streptococcus peucetius susundan ekstrakte edilen kirmizi
renkli bir pigment olan daunorubisin, farelerde tiimorlere karsi kullanilan bir
antibiyotiktir. Bu streptokok tiiriinden ayrica DOX olarak da adlandirilan adriamisin
iiretilmistir. DOX’ in genis bir terapotik indeks spektrumuna sahiptir.® DOX, toz, siv1 ve
lipozomal formda iiretilmektedir.* DOX’un kemoterapotik etkinliginin yani sira,
kardiyotoksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite, diyabetik kardiyomiyopati ve infertilite
problemleri gibi yan etkilere neden olmasindan dolay1 yaygin olan kullanimina sinirlama
getirilmistir.> DOX’un akut ve subakut dozlarda hepatotoksisiteyi indiikledigi
bildirilmektedir. Hepatotoksisiteye neden olan DOX ile ilgili molekiiler mekanizmalar,
esas olarak; ilacin karacigerdeki metabolizmasi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesinden kaynaklanir. Bu da oksidatif strese, diisiik antioksidan enzim seviyelerine,
apoptozise, inflamasyona ve mitokondriyal disfonksiyona yol agan dengesiz redoks
potansiyeline neden olur.”® DOX tedavisinde, hepatik dokudaki hasara isaret eden
Alanin Transaminaz (ALT) ve Aspartat Aminotransferaz (AST) seviyelerinin arttigi
bildirilmistir.’ DOX, karacigerdeki metabolizmas1 sirasinda siiperoksit ve peroksinitrit
radikalleri iiretebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle iiretilen ROS, serum ALT ve AST
gibi hepatik enzimlerin artmasina ve hepatik hasara yol agan lipit peroksidasyonuna
neden olur. Bu nedenle, bu enzimlerin diizeyi hepatotoksisite i¢in biyobelirte¢ gorevi

goriir. 1% Artan ALT, AST ve Alkalen fosfataz (ALP), hiicresel gegirgenlikte artisa isaret
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eder ve bu da sitolojik bozukluklara yol agar. Bu enzimlerin artan miktar1 karaciger
hasarmi gosterir. Antioksidan enzimler, ROS iiretimi yoluyla DOX kaynakli oksidatif
strese kars1 bir savunma mekanizmasini harekete gegirir. DOX, giiglii ROS tiirlerinin
olusumu nedeniyle glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz(GPx) ve katalaz(KAT) gibi antioksidanlarin seviyesini diisiiriir ve boylece
savunma mekanizmasinm aktivitesini inhibe eder.!®*2 DOX, intrinsik ya da ekstrinsik
apoptotik molekiillerin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide arttirmistir. DOX karacigerde, Bax
ve Fas gibi apoptotik molekiiller yoluyla, kaspaz-3'in ekspresyonunu ve olusumunu
indiikleyerek hiicresel hasara neden olmaktadir.'®

Kemoterapide kanser hiicrelerine karsi terapétik etkiyi artirmak ve normal
hiicreler iizerindeki toksik etkileri en aza indirmek cok onemlidir.’* Antikanser ilaclarin
organ ve dokular tizerindeki yan etkilerini minimum diizeyde tutmak amaciyla dogal
etken maddeler iizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir.®'® Bazi ¢alismalarda, dogal
antioksidan takviyesinin ROS iireten kemoterapi tedavilerinin toksik etkisini
azaltabilecegi bildirilmistir.” Antioksidan dzellikleri olan flavonoidler, hidroksillenmis
fenolik maddelerdir ve mikrobiyal enfeksiyonlara kars: bitkiler tarafindan iiretilir.'®
Biyoflavonoidler serbest radikal ve oksidatif strese karsi gii¢lii bir biyoaktif bilesen olarak
kabul edilir.!®?° Hiicrelerdeki antioksidan enzimleri aktive ederek veya ROS’un
inhibisyonu yoluyla, flavonoidler hastaliklara kars1 koruyucu 6zellik gosterirler.??2 Bu
dogal bilesiklerin alinmasinin kanser gibi 6nemli hastaliklarin gelisimini de engellendigi
bilinmektedir.?® Bunlardan biri olan Naringin (NA) (4', 5, 7-trihidroksi flavanon 7-
ramnoglukozid) tiziim ve bir¢ok turunggil meyvesinin temel ve aktif flavanon
glikozitidir.?#? NA oral yoldan verildiginde, p glukozidaz ve a-ramnosidaz gibi enzimler
tarafindan hidrolize edilerek bilesigin ana metaboliti ve emilebilir formu olan naringenin

elde edilir.262” NA, anti-oksidatif?®, anti-kanser?®, anti-iilser®®, anti-inflamatuar, anti-
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apoptotik ve hipo-lipitemik gibi birgok aktif farmakolojik 6zellige sahiptir.3* NA, lipofilik
yapida oldugundan hiicre zarina kolayca baglanip serbest radikallerin olusumunu en aza
indirger ve boylece hiicre zarini korur.> NA nm hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda
bircok doku iizerine protektif etkilerinin oldugu bildirilmektedir.?*3?

Yapmis oldugumuz c¢alismada, ratlarda intraperitoneal (i.p.) yolla uygulanan
DOX’un karacigerde toksik etkilerini ve olusan toksik etkilere karst NA nin protektif

etkilerini histopatolojik, immiinohistokimyasal, immunfloresan ve biyokimyasal

diizeylerde arastirmay1 amacladik.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Tanimi ve Tarihcesi

Kanser, normal ve saglikli hiicrelerin mutasyona ugramasi veya degismesi sonucu
ortaya c¢ikmaktadir. Bu degisen hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasinin neden oldugu
kompleks gelisim gosteren multifaktoriyel bir hastaliktir. Gelisiminin temel nedeni,
Deoksiriboniikleik asit’in (DNA) dogru eslesmesini 6nleyen DNA hasaridir.®® Kanser ve
timor kelimeleri esanlamli olarak kullanilsa da esanlamli aslinda degildir. Timdr iyi
huylu veya kotii huylu olabilir, ancak kanser terimi sadece koétii huylu tiimdrler i¢in
kullanilmaktadir.3* 'Kanser kelimesinin kokeni Latince'den gelmektedir. Bu 'cancrum'
kelimesinden tiiretilmistir, gergek anlami tutunan yengegtir. Tibbin babasi Hipokrat (MO
460-375), kanser terimini iyilesmeyen tiimorleri ve dlserleri tanimlamak igin
kullanmistir. Antik Roma'da Galen (MS 200), Hipokrat'a benzer bir sekilde kotii huylu
timorleri siiflandirmistir. Galen kanser icin sislik anlamina gelen 'oncos' terimini
kullanmustir. %

Kanser, zamanin baslangicindan beri insan ve hayvan tarihinde genis bir endise
kaynagi olmustur. MO 50 milyon yil &ncesine ait dinozor fosillerinde bile kemik
tiimorlerinin kanitlara rastlanmistir.®® Kanserin ge¢misine bakildiginda insanlik tarihi
kadar eski oldugu aciktir. Tiimorlerin ilk tanimlar1 Misir papiriisleri, Babil ¢ivi yazist ve
yazitlar1 ve eski Hint yazilar1 dayanir. Edwin Smith papiriisiinde sekiz vakada (MO 3000)
meme kanseri ile ilgili bilgiler anlatilirken, yumusak doku timdrleri ile deri, rahim, mide
ve rektumdaki kanserler ilk kez Ebers papiriisiinde (MO 1500) ge¢mektedir. Tiimérler ve
tiimoriin ¢ikarilip uzaklastirilmasi Babil tabletlerinde anlatilmaktadir.®” 100'den fazla
farkli kanser tiirii vardir. Kanser tiirleri genellikle kanserlerin meydana geldigi organ ya
da dokular i¢in adlandirilir. Losemi, beyin ve diger merkezi sinir sistemi kanserleri 0-14

yas arasi ¢ocuklarda en sik tan1 konulan kanser tiirleridir.3® Meme ve tiroit kanseri 25-39
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yas arasi en sik goriilen kanser tiirleridir. Daha geng erigkinlerde en yaygin goriilen
kanserler kemik, meme, servikal, kolorektal, 16semi, lenfoma, melanom, sarkomlar,
kemik, yumusak doku sarkomlari, testis ve tiroit kanserleri ve beyin ile diger merkezi
sinir sistemi tiim&rleridir.3

2.2. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser epidemiyolojisi kavrami 18. ylizyilda ortaya ¢ikmistir. Bu kavram kanser
vakalarinin yayginligini ve olusum nedenlerini inceleyen bir halk sagligi alanidir. Kanser
beklenen yasam siiresinin artmasinin oniindeki en biiyiik engeldir ve ciddi bir 6liim
nedenidir. Diinya Saglik Orgiitii'niin agikladig: verilere gore 2020 yilinda yaklasik 10
milyon kisi kanserden hayatin1 kaybetmistir. Ayn1 yil iginde en sik 6liime neden olan
kanser tiirleri akciger (1.8 milyon 6liim), kolon ve rektum (935.000), karaciger (830.000
o6liim), mide (769.000 olim) ve meme (685.000 6lim)’dir.*® Kiiresel Kanser
Gozlemevinin 2020 yili verilerine gére 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon
kanser sebepli 6liim vakasi tahmin edilmektedir. 2020 yilinda en sik goriilen kanser tiirleri
meme kanseri (%11,7) olurken, bunu sirasiyla akciger kanseri (%11,4), kolorektal
(9%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5-6) kanserleri izledi. 1,8 milyon kisinin kansere bagh
Olimlerinin %18'ini akciger kanseri, %9,4'linli kolorektal kanser, %8,3"linili karaciger
kanseri, %7,7'sini mide kanseri ve %6,9'unu meme kanseri olusturmaktadir. 2020'de
oranlar bolgeler arasinda biiyiik farkliliklar gosterse de erkeklerdeki kanser prevalansinin
(100.000'de 222) kadinlardan (100.000'de 186) %19 daha yiiksek kiiresel yayginlik
oranina sahip oldugu bildirilmistir.**

2.3. Kanser Etiyolojisi

Kanser diinyadaki en ciddi saglik sorunlar1 arasinda yer alsa da insidansi 1rka,
topluma ve cinsiyete gore degisiklik gostermektedir. Saglik bilim adamlarina gore eger

yeterli 6nlemler alinmazsa kanser 2030'da 6nde gelen 6liim nedeni olacaktir.*> Kanseri
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Oonlemenin ilk adimi, nedenlerinin belirlenmesidir. Kansere neden olan maddeler
kanserojen olarak adlandirilir. Kanser olusumuna da ‘karsinojenez’ denir. Genetik hasar
karsinojenezin temelini olusturur. Bu tiir hasara neden olan farkli faktorler vardir.
Giiniimiizde kanserin tek bir faktorle degil, birden fazla faktorle meydana geldigi kabul
edilmektedir ki bu da kanserin ortaya ¢ikma sebeplerinin farkli oldugu anlamina
gelmektedir. Kanserin nedeni ¢ok faktorliidiir. Diyet, fiziksel aktivite ve obezite
karsinogenez ile ilgili 6nemli faktorlerdir. Tiiketilen gidalar; pisirme teknikleri, saklama
kosullar1 ve gida katki maddeleri sebebiyle kanserojen etki gosterebilmektedir. Yeterli ve
dengeli beslenmenin kanseri dnlemede dnemli etkisi oldugu bilinmektedir. Tiim kanser
tirlerinin %30-40'min sadece yasam tarzi ve beslenme aliskanliklar1 degistirilerek
Onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Obezite, bozulmus glukoz metabolizmasi, asir1 kirmizi
et tikketimi, zayif lif alimi, omega 6 ve omega 3 yag asitleri alimindaki yetersizlikler,
konsantre sekerler agirlikli diyetler ve rafine un tirlinleri kanser riskinin artmasina katkida
bulunmaktadir.*® Asir1 beslenme ve fiziksel aktivite eksikligi nedeniyle goriilen obezite,
diinyadaki kadinlarin tigte birinde ve erkeklerin beste birinde goriilen ciddi bir sorundur.
Obezitenin bir sonucu olarak, biyolojik olarak aktif polipeptitleri ve adipokinler adi
verilen diizenleyici proteinleri artiran inaktif yag depolamasinda artis meydana gelir.
Obezitenin bir sonucu olarak, biyolojik agidan aktif polipeptitleri ve adipokinler adi
verilen diizenleyici proteinleri artiran inaktif yag depolamasinda bir artis meydana gelir.
Bu artis kanserojen siirecte anjiyogenez sonucu hiicre proliferasyonunu artirarak
metastaza neden olur. Ayrica obezite, seks steroid hormonlarinin sentezini ve
metabolizmasini degistirerek kanserojen siireci etkilemektedir.***® Selenyum, vitamin B-
12, folik asit, vitamin D, klorofil ve antioksidanlar, kanseri 6nleyen 6nemli bilesenlerdir.
Askorbik asit oral kullanildiginda avantajlidir fakat intraven6z(IV) olarak son derece

faydali olmaktadir.*®#” Kanser olusumunu etkileyen bir diger faktor ise yastir. Her yasta
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goriilse de ¢cogu kanserin prevalansi yagla birlikte, 6zellikle orta yasta arttigindan, kanser
yasa bagli bir hastalik olarak kabul edilebilir. Kanser 6liimlerinin yasla birlikte arttig1 ve
oliimlerin en ¢ok 45-64 yas araliginda oldugu saptanmistir.*’ Genel olarak, kanser
insidans1 20 yas alt1 grubunda 100.000'de 25 vaka, 45-49 yas grubunda 100.000'de 350
vaka ve 60 yas grubunda 100.000'de 1.000'den fazla vakaya kadar yasla birlikte 6nemli
Olctlide arttig1 bildirilmistir. Ulusal Kanser Enstitiisii Programinin en son istatistiklerine
gore, kanser teshisi konan kisilerin ortalama yas1 66'dir. Bu da kanser vakalarinin
yarisinin 60 yasin altinda, diger yarisinin ise 60 yasin tizerindeki kisilerde ortaya ¢iktigini
gostermektedir.*® Cinsiyet, cogu kanser tiiriiniin prevalansinda, prognozunda ve
mortalitesinde 6nemli bir role sahiptir.*°

2.4. Kanser Tedavisi

Kanser toplumlarda yaygin goriilen ve farkli yontemlerle tedavi edilmeye ¢alisilan
oliimciil bir hastaliktir. Kanser tedavisi tlimoriin histolojik yapisina, metastaz varligina
ve hastaligin evresine gore belirlenmektedir. Kanser tedavisi temel olarak hastalar tedavi
etmek, hastalig1 kontrol altinda tutmak veya palyatif olarak hastanin 6mriinii uzatmak ve
yasam kalitesini yilikseltmek amaciyla yapilmaktadir. Kemoterapi, radyasyon ve cerrahi
en yaygin kanser tedavisi prosediirleri olsa da, hormon tedavisi ve biyolojik yontemlerin
kullanim1 gibi ek tedaviler ya tedavi ile kombinasyon halinde ya da tek bagina bir tedavi
olarak uygulama alanina sahiptir. Her bir tedavi uygulamasinin kendine 6zgii yararlar1 ve
zararlar1 oldugundan kanser, kisiden kisiye degisen terapiler ile benzersiz bir hastaliktir.°

2.5. Antineoplastik Ilaclarin Siniflandirilmasi

Kanser ilaglar kanserli hiicreleri farkli mekanizmalarla etkiler. Antikanser ilaglar,
kanser hiicrelerini, hiicre dig1 matriksini, endotelini, bagisiklik sistemini veya konakgi
hiicrelerini ¢esitli seviyelerde etkileyebilir. Bu etki genellikle hiicre 6liimiinii indiiklemek

(sitotoksisite) ve daha az siklikla hiicreyi 61diirmeden biiylimesini engellemek igindir. En
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az gorilen etki, kanserli hiicrede farklilasmanin uyarilmasidir. Giinlimiizde cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarinin kombinasyonu birgok kanser tedavisinde
basar1y1 artiran multidisipliner bir yaklasimdir. Sistemik bir hastalik olarak kabul edilen
kanserin tedavisinde sistemik yaklagimlar 6nemli bir yer tutmaktadir. Kanserin sistemik
tedavisinin temelde iki sekilde uygulanabilirligi vardir. Bunlar, biri sitotoksik ilaglar ve
hormonlar igeren kanser kemoterapisidir; digeri ise immiinoterapi yontemleri ve anti-
anjiyojenik ajanlarla biyolojik tedavidir.>
2.5.1. Alkilleyici ajanlar

Alkile edici ajanlar en sik kullanilan antikanser ilaglardir ve kombinayon
kemoterapisinin biiyiikk bir bolimiinii olustururlar. Alkile edici ajanlar, hiicresel
proteinlere ve DNA'ya baglanan oldukga reaktif molekiillerdir. DNA zincirlerinin ¢apraz
baglanmasi, ¢ogu alkilleyici ajan i¢in temel etki mekanizmasidir. Sisplatin, klorambusil,
karboplatin, oksaliplatin, siklofosfamid, mekloretamin ve melfalan kemoterapide yaygin
olarak kullanilan alkilleyici ajanlardir. Bazi alkilleyici ajanlar, kemik iligi baskilanmasi
(Iokopeni, anemi ve trombositopeni dahil), mide bulantis1 ve kusma gibi klinik
toksisitelerle iliskilendirilmistir.>?

2.5.2. Antimetabolitler

Antimetabolitler, yapisal olarak dogal substratlara benzeyen antikanser ajan
grubundadir. Antimetabolitler, DNA'nin sentezi i¢in gerekli olan pirimidin ve piirinleri
taklit ederek veya bunlara miidahale ederek ve daha sonra DNA sentezini inhibe ederek
etki gosterir. Antimetabolitler, DNA replikasyonu sirasinda hiicre dongiisiiniin S
fazindaki hiicreleri etkilemektedir. Metotreksat, 5-florourasil, kapesitabin, floksuridin,
gemsitabin, sitarabin, desitabin ve vidaza bu gruptaki en 6nemli ilaglardan birkagidir.

Antimetabolitler, 6nemli yan etkilere neden olma potansiyeline sahiptir. Cogalan tiim
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hiicreleri etkileyerek immiinsupresyon, kusma, mide bulantisi, iilseratif stomatit, diyare,
hemorajik enterit ve bagirsak hasarma neden olabilmektedirler.48:2
2.5.3. Topoizomeraz Inhibitorleri

Topoizomeraz inhibitdrleri, DNA yap1 degisikliklerini diizenleyen topoizomeraz
enzimlerini (topoizomeraz I ve II) bloke ederek etki gosteren kemoterapdtik ilaglardir.
Topoizomeraz I ve II, hiicre boliinmesi ve DNA replikasyonu i¢in gerekli olan ve memeli
hiicrelerinin ¢ekirdeginde bulunan dogal enzimlerdir. Topoizomeraz inhibitérleri,
apoptotik hiicre 6liimiine ve DNA tek iplik¢ik kirilmalarina ve ¢ift iplik¢ik kirilmalarina
neden olan hiicre dongiisiiniin ligasyon asamasimi inhibe eder. Topoizomeraz |
inhibitorleri arasinda topotekan, irinotekan ve kamptotesin bulunurken, topoizomeraz II
inhibitorleri arasinda DOX, etoposid ve epirubisin bulunur. Topoizomeraz aktivitesi,
kanser hiicrelerinde ve hizla boliinen hiicrelerde ¢ok giicliidiir. Topoizomeraz
inhibitdrlerinin noétropeni, anemi, trombositopeni gibi hematolojik etkiler ile ishal ve
bulant1 gibi gastrointestinal sistem belirtileri en stk goriilen yan etkileridir.5%*

2.5.4. Antimikrotiibiil Ajanlar

Antimikrotiibiil ilaglar, mikrotiibiilleri stabilize ederek ve ardindan hiicre
gelisimi de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel fonksiyonda yer alir. Antimikrotiibiil
ajanlar, hiicre cogalmasini engelleyen bitkilerden elde edilen antimitotik kimyasallardir.
Bu ajanlar, hiicre icinde mitotik boliinmeyi saglayan iplik¢iklerin yapisindaki tubulin
proteinini polimerize ederek hareket ederek onlari kararsiz hale getirir ve sonugta mitozu

durdurur. Asemptomatik siniis bradikardisi ve birinci derece atriyoventrikiiler blok en stk

goriilen yan etkileridir.>*
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2.5.5. Antibiyotikler

Pro-apoptotik, anti-proliferatif ve anti epitelyal mezenkimal gegis 6zelliklerine
sahip antibiyotikler kanser tedavisinde kullanilmistir. Arastirma bulgularina gore,
antibiyotikler kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilir, kanser ilerlemesini
Onleyebilir ve ayrica kanser hiicrelerinin metastazini engelleyebilmektedir. Bu amaclarla
kanser tedavisinde basarili olmak i¢in yaygm olarak kullanilirlar. Antikanser
antibiyotikler, antikanser Ozelliklere sahip mikroorganizmalarin  olusturdugu
maddelerdir. Cogunlukla peptit ve antrakinon yapihidirlar ve malign kanserlerin
proliferasyonu, hizli gelisimi ve metastaz1 lizerinde ¢ok gli¢lii inhibitdr etkiye
sahiptirler.>®

2.5.6. Antrasiklinler

Antrasiklinler diinyada en yaygin kullanilan ve etkili antineoplastik ajan grubunu
olusturdugu 1iyi bilinmektedir. 1960'larda, antrasiklin antibiyotikler ilk olarak
Streptomyces peucetius ve Streptomyces caesius mantarlarindan izole edilerek klinik
onkolojide kullanilmistir.® Antrasiklin antibiyotiklerinin bilesimi, antrasiklinona
baghdir. Antitiimér 6zelligi olan antibiyotiklerde etki iki sekilde olmaktadir. Ilk olarak,
DNA sentezinin inhibisyonu ve DNA'da interkalasyonu ikincisi, topoizomeraz | ve Il
enzimlerinin inhibisyonu yoluyladir. DNA'y1 kopyalamak i¢in gerekli olan topoizomeraz
I ve II'yi inhibe ederek DNA'nin sarmalinin agilmasiyla etkilesime girerler.
Antrasiklinler, mitomisin, bleomisin, aktinomisin, guanorisin ve endiyne en c¢ok
kullanilan antikanser antibiyotiklerdir. Antrasiklinleride igeren antikanser antibiyotikler
arasinda epirubisin, mitoksantron, daunorubisin ve DOX bulunur.>®
2.6. Doksorubisin
19501 yillarda kanser tedavisi toprakta yasayan mikroorganizmalardan

arastirtlmaya baslanmistir. Farelerde anti-tiimor etkiye sahip oldugu tespit edilen parlak
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kirmiz1 bir pigment tireten yeni bir sus olan Streptomyces peucetius izole edilmistir. Bu
bakteriden Daunorubisin ad1 verilen yeni antibiyotik iiretilerek, lenfoma ve akut 16semide
olumlu tedavi sonuglari elde edilmistir.> DOX, 1967'de italya'da (Farmitalia Arastirma
Laboratuvarlar1) Streptomyces peucetius'tan elde edilen bir mutant sustan izole
edilmistir.>” DOX, kanser kemoterapisinde kullanilan antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir.
1967-1969 yillarinda tedavide antraksiklin grubunun en yaygin kullanilan iiyesidir.>® Bir
antibiyotik olan DOX, akut 16semi, lenfomalar, mide, meme ve yumurtalik kanserleri,
Kaposi sarkomu ve kemik tiimorleri gibi genis bir kanser spektrumunun tedavisinde
kullantlir.%®

2.6.1. Doksorubisinin Kimyasal Yapisi

DOX, kromoforik bir trisiklik halka ve buna bagl iki 6zdes pentapeptit halkadan
olusan antrasiklin yapili bir antibiyotiktir. Antrasiklin molekiilii tetrasiklik ¢ekirdek ve
amino sekerden (daunosin) olusur. Tetrasiklik cekirdek ilaca kirmizi rengini verir.
Grubun tiim {iyeleri tetrasiklik halkaya bitisik kinon ve hidrokinon gruplarina sahiptir.
DOX, daunorubisin molekiiliindeki 14 numarali karbona hidroksil grubunun
baglanmasiyla olusur.®® Amino-seker grubunun amino grubu, DOX'un suya afinitesi
farkl1 olabilen, ¢esitli maddelerle baglanmasina izin veren en reaktif grubudur. DOX bu
ozelligi sayesinde farkl hiicre yapilarinda farkli miktarlarda birikim gosterebilmektedir.®!
DOX’un molekiiler formiilii Co7H29NO1-diir. DOX’un kimyasal yapist Sekil 2.1.’de

gosterildigi gibidir.%?
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Sekil 2.1. DOX’un kimyasal yapis1

2.6.2. Doksorubisin Farmakokinetigi

DOX, gastrointestinal sistemden iyi emilemediginden genellikle IV olarak
uygulanir. Ana metabolik 0Ozellikleri, bir keton grubunun bir hidroksil grubuna
indirgenmesidir. Esas olarak karacigerde metabolize edilir. IV uygulamadan sonra hizla
pargalanir. Bu par¢alanma sonucunda doksorubisinol ve daunorubisinol olugur. DOX'un
ana metaboliti, belirli bir antitlimor aktivitesine sahip olan aldoketo rediiktazlar tarafindan
tiretilen 13-OH-doksorubisinol'diir. DOX beyin disindaki dokular tarafindan hizla alinir.
Karacigerde hizla metabolize olmasina ragmen viicutta uzun siire kalir ve dokulara
baglanip oradan yavasca salindigindan etkisi uzun siirer ve biiylik bir ¢ogunlugu safra
yoluyla viicuttan atilir. Karaciger metastazi veya primer timor veya bagka bir nedenle
karaciger fonksiyonlarinin bozuldugu durumlarda eliminasyonu yavaslayarak viicuttaki
doz azalamaz ve birikir. DOX, alkol tiirevi, aglikon halkas1 ve diger tiirevler gibi daha az
aktif veya aktif olmayan cesitli {irlinlere doniistiiriilerek elimine edilir. Bobrekten de

atilmaktadir. Karacigerden biyotransformasyon sonrasi safra yolu ile atilir. Atilan madde
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doksorubisinol ve daunorubisinoldiir. Karacigerde 6nce rediiksiyon meydana gelir.
DOX'un yar1 omrii 12-18 saattir. DOX'un plazma proteinlerine baglanmasi yaklasik
%75'tir. Ancak kan-beyin bariyerini gecemez. Toplam plazma klirensi yaklasik olarak 30
|/sa/m?dir.6364

2.6.3. Doksorubisin Tedavisi

DOX g¢ocuk ve erigkin hastalarda en sik kullanilan kemoterdpatik ajanlardan
biridir. Ayrica transiiretral rezeksiyondan sonra (koruyucu tedavi) ve terapotik amaglarla
intravezikal olarak uygulandiginda yiizeysel mesane tiimérleri igin endikedir. DOX, akut
lenfoblastik l6semiler, yumusak doku sarkomlari, mide kanseri, hodgkin lenfoma,
noroblastom, yumurtalik kanserleri, tiroid kanseri, rahim sarkomlari, kemik sarkomu gibi
bir¢ok neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. DOX'un genis spektrumlu
antineoplastik etkisinden dolay1 hematolojik malignitelerde ve solid tiimdorlerde de yaygin
olarak kullanilmaktadir.%®

2.6.4. Doksorubisinin Etki Mekanizmasi

Antrasiklin grubu antikanser ajanlarin tiimorler ve organlar iizerindeki sitotoksik
ve sitostatik etkileri dért ana mekanizma ile agiklanmistir:

1. DNA'ya kompleks olusturarak baglanma: DNA'ya girer ve DNA topoizomeraz
II-DNA-antrasiklin kompleksini olusturur. DNA replikasyonunu veriboniikleik asit
(RNA) transkripsiyonunu ile sentezini inhibe eder. Ayn1 zamanda DNA =zincirinin
kirilmasina da neden olur.

2. RNA ve DNA polimerazlarin inhibisyonu: RNA transkripsiyonunu ve DNA
replikasyonunu bozarak DNA ve RNA polimerazlarin fonksiyonlarini inhibe eder.

3. Hiicre zarina etkileri: Hiicre zarina baglanarak zar fonksiyonunu bozar.

4. DNA'nin zarar gérmesine neden olan serbest radikallerin tiretimine neden olur

ve oksidatif hasara sebep olarak DNA sentezini daha da azaltir.>®®
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DOX'un etki mekanizmasi karmasik yapist nedeniyle tam olarak anlasilmamakla
birlikte DNA’da interkalasyona sebep olmaktadir. DOX’un interkalasyon yoluyla hem
DNA replikasyonunu hem de RNA transkripsiyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.5"%

Topoizomeraz II, DNA’nin karistig1 antikanser ilag aileleri i¢in ortak bir hedeftir.
Topoizomeraz II, adenozin trifosfata (ATP) bagimli olarak calisir. Temel biyolojik islevi,
DNA zincirlerinin agilmasi ve replikasyon ¢atalinin olusumudur. Bu nedenle, DNA
replikasyonunda 6nemli bir islevi vardir. Kromozomal replikasyonu takiben birbirine
kenetlenmis DNA molekiillerinin ayrilmasmmi saglarlar. Okaryotik ve prokaryotik
hiicrelerin DNA replikasyonu i¢in gereklidir. Topoizomeraz I, DNA’nin bir sarmalini
gevsetir, keser ve ardindan kesik sarmali yeniden baglar. Topoizomeraz | enzimleri
hidroliz i¢in ATP'ye ihtiya¢ duymazlar. Topoizomeraz II enzimleri DNA'nin c¢ift
sarmallarini kirar ve baglant1 sayisini degistirerek DNA'ya iki siiper dairesel doniis ekler.
Sitotoksik konsantrasyonlarda uygulanan DOX, DNA'y1 ve enzimin karmasikligini
stabilize eder. Transkripsiyon sirasinda DNA'nin sarmal yapisini acan Topoizomeraz II
enziminin ilerlemesi engeller. Fakat daha yiiksek DOX konsantrasyonlari topoizomeraz
Il aktivitesini inhibe eder, ancak DOX DNA'dan uzaklastiginda, topoizomeraz Il
inhibisyonu tersine ¢evrilir. Hiicreler boliinmeye basladiginda, DNA‘da topoizomeraz Il
seviyeleri yiikselir. Bu enzimi diistik sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 ve yiiksek
ila¢ konsantrasyonlari inhibe eder. Tiim bu faktorler temelde DOX'un sitotoksisitesini
diizenlemektedir.®® Topoizomeraz I ve II ile etkilesime giren ilaglar gelecekte kanser
tedavileri i¢in umut vericidir. Ancak bu ajanlarin kendileri normal hiicrelerde genotoksik
etkileri sonucu mutasyona ve kansere neden olabilmektedir.”

DOX ayrica polimeraz enziminin aktivitesini inhibe edebilir ve serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarini etkileyebilir. DOX, hiicre dongiisiine 6zgii bir

ilag degildir. DOX'un molekiiler yapisina bagl olarak antikanser mekanizmasi, kinon
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yapist ile iligkilidir. Antrasiklinlerin kinon bileseni, sitokrom P450 rediiktaz, ksantin
oksidaz ve nikotinamid adenin diniikleotit hidrit dehidrogenaz gibi enzimler mevcut
oldugu zaman, asir1 ROS iiretilen redoks reaksiyonlarina girebilirler. Kinonun yar1 kinona
doniisiimii sirasinda serbest radikaller olusur. Serbest radikaller oksijenle birlestiginde
hidroksil radikalleri, sliperoksitler ve peroksitler olusur. Ayrica hiicresel demir, redoks
islemlerini katalize eder ve ROS iiretir. Detoksifiye edilemeyen asir1 ROS, lipit
peroksidasyonuna, oksidatif strese ve apoptozise yol agan DNA hasarina neden
olmaktadir.”

2.6.5. Doksorubisin Toksisitesi

DOX, antitiimor aktiviteye sahip antibiyotikler arasinda en etkili antineoplastik
ilaglardandir. Doza bagimli akut ve kronik toksik yan etkilere neden olur. Antrasiklin
ilaglarin 6nemli yan etkileri sitotoksisite ve kardiyotoksisitedir.”> DOX uygulamalari,
hepatotoksisite ve nefropati gibi yan etkilerle sonuclanabilmektedir.”"* Cesitli hastalarda
¢oklu organ toksikasyonuna neden olma potansiyeline sahiptir.”?> Risk faktorlerini
belirlemek, daha az toksik tiirevler gelistirmek ve toksisiteyi daha erken tespit etmek igin
caligmalar yapilmis olsa da, DOX’un neden oldugu sitotoksisiteyi onlemek i¢in en iyi
yaklasim konusunda heniiz bir fikir birligi yoktur.”™

DOX, &nerilen maksimum kiimiilatif doz olan 450-500 mg/m? viicut yiizey alani
ile, ¢esitli solid tiimdrlerin ve hematolojik malignitelerin tedavisinde kirk yili agkin bir
siiredir yaygin sekilde kullanilmaktadir.”® DOX'un kardiyotoksik kiimiilatif dozu 550
mg/m?dir.”” DOX kaynakli toksisiteden sorumlu mekanizmalar iyi anlasilmamakla
birlikte, kanitlar DOX toksisitesinin birincil sebebinin oksidatif stres oldugunu
gdstermektedir.”® DOX'un kemoterapétik ajanlar arasinda iyi bir etkinlige sahip olmasina
ragmen hastalarda klinik kullanimi, uygulanan toplam doz 550 mg/m? viicut yiizey alanini

astiginda, saglikli, kanserli olmayan dokulara geri doniisiimsiiz sitotoksisite riskinin ciddi
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oranda artmasi sonucuyla genellikle kesilmesi tavsiye edilir.”® DOX kemoterapisi
genellikle hastalara ti¢ farkli yolla/yollarla uygulanir; en yaygin olarak sistemik amach
IV infiizyonla® yumurtalik kanseri ve peritoneal karsinomatozu tedavi etmek igin karmn
boslugunu hedef almarak i.p. enjeksiyonla®® ve rezeke edilemeyen uzuv tiimérlerinde,
yumusak doku sarkom ve melanomlarinda organ  perfiizyonu olarak
uygulanmabilmektedir.®? Uygulama yolundan bagimsiz olarak DOX, hizla béliinen
hiicreleri hedeflenmesin bir sonucu olarak saglikli dokularda ciddi toksikasyona neden
olabilmektedir. Bu gibi sitotoksik etkiler antineoplastik ajanin kullanim alanina ciddi
sinirlamalar getirmistir. Cogu calismada DOX'un kalp kasi, iskelet kasi, karaciger ve
bobrek dahil olmak iizere c¢ok cesitli dokular iizerinde toksik etkilere sahip oldugu
gosterilmistir.

Akut kusma, mide bulantisi, gastrointestinal bozukluklar, sa¢ dokiilmesi ve
ndrolojik rahatsizliklar gibi semptomlar belirgin yan etkilerdir.#* DOX, kanser tedavisi
icin alindiginda gecikmis kardiyomiyopatiye neden olabilen 6nemli bir ekzojen ROS
{ireticisidir.2® ROS, organ hasari ile iligkili olan DOX tedavisinin bir sonucu olarak
oksidatif stres siirecinde olusur. DOX kaynakli ROS olusumunun apoptotik olaylari
tetikledigi kabul gormektedir.®® DOX'un ROS iiretebilmesinin birkag yolu vardir. ilk
olarak, DOX kinon yapisindaki bir elektron indirgenmesi, bir Semikinon serbest radikal
ara Urliniiniin olusumuna yol agar. Semikinon pargasinin eslenmemis elektronu,
siiperoksit radikalleri olusturmak icin oksijene verilebilir.8” Ikincisi, seker kalintisinin
pargalanmasi yoluyla DOX metabolizmasi ve doksorubisinol iiretmek i¢in karbonil
grubunun indirgenmesi, aynt zamanda redoks dongiisii ve artan serbest demir seviyeleri
yoluyla ROS olusumuna neden olur.®® Ugiinciisii, DOX, demir veya diger metal iyonlar1
ile dogrudan etkilesim yoluyla ROS iiretebilir. Spesifik olarak DOX, serbest radikaller

tiretmek igin oksijen veya hidrojen peroksit (H20>) ile reaksiyona girebilen demir ile bir
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kompleks olusturabilir.8% Siiperoksit ve ayrisma iiriinleri, lipit peroksidasyonunu
baslatabilir ve saglikli dokuda hasara neden olabilir. Birden fazla potansiyel ROS kaynagi
mevcut olsa da, kanitlar mitokondrilerin DOX uygulamasini takiben énemli bir oksidan
iiretim kaynag1 oldugunu gostermektedir.®? Spesifik olarak, DOX'un mitokondri i¢
zarinda eksprese edilen bir fosfolipit olan kardiyolipin i¢in yiliksek afinitesi nedeniyle
mitokondride biriktigi iyi bilinmektedir.®+% Yiiksek serbest radikal iiretimi,
mitokondride, bir biitiin olarak ele alindiginda, mitokondriyal fonksiyonu biiyiik dl¢iide
azaltabilir ve hiicre dliimiiyle sonuglanabilecek birkag olaylar zincirine yol agabilir.”
DOX kaynakli ROS asir1 iiretimine mitokondriyal nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat oksidaz (NADPH) oksidaz aktivitesi aracilik etmektedir.®® Bazi calismalarda
oksidatif stresin DOX kaynakli sistemik hasar nedeniyle énemli oldugu gosterilmistir.%®
DOX, saglikli hiicreleri de fazlaca etkileyerek bagisikliga aracilik eden hiicrelerinin sayisi
azaltarak bagisiklik sistemi zayiflatir. Mikrobiyal enfeksiyonlara daha yatkin,
savunmasiz ve daha uzun iyilesme siirecine sebep olabilmektedir. Bu yan etkilerin siddeti
ve sikliginda DOX dozu ve hastanin kemik iligi rejenerasyon kapasitesi 6nemli bir yere
sahiptir 8%

2.7. Bobreklerde Toksisite

DOX ve metabolitlerinin yaklasik %40-50’si safra yoluyla atilir, viicuttan
attliminda bobrekler de rol oynamaktadir.®® Metabolize DOX bébreklerde birikir,
uygulanan DOX'un yaklasik %4-8'i birkag giin i¢inde idrar yoluyla yavasca atilir.%®
Hastalarda bobrek fonksiyonunun yakindan izlenmesi gerektigi ilk olarak 1977'de DOX
tedavisinin bobrek yetmezligi ile iliskili oldugunu gosteren bir vakada bildirilmistir.%’
DOX, kanser hastalarinda cesitli nedenlerle nefropatiye neden olabilir.®® DOX kaynakli
nefropati, DOX’un mitokondriyal fonksiyonlar1 etkilediginde gelisir. Lipit

peroksidasyonu sonrasinda antioksidan bilesikler ve E vitamini seviyeleri azalirken
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stiperoksitler, trigliseritler ve sitrat sentaz seviyeleri yiikselir. Gelisen nefrotoksisite,
hipertansiyon, steroid direnci ve proteiniiri, bobrek yetmezligine ilerleyebilen
glomeriilleri etkileyen semptomlara sebep olabilmektedir.?* Bobrek tiibiillerinde
potasyum, fosfat ve iirik asit birikiminin yani sira glomeriillerde fibrin trombiisi
birikmesine ve idame diyaliz ihtiyacina sebep olabilmektedir.®®%® Hasta
popiilasyonundaki bulgulara ek olarak, bir¢ok kimyasal ajanlarla birlikte DOX'un deney
hayvanlarinda ilag uygulamasini takiben hizlica (giinler i¢inde) bobrek yetmezligine
neden oldugu iyi bilinmektedir.®>1%%1% Baz; calismalar, DOX'un glomerul hasari sonucu
bobreklerde dogrudan toksisiteye yol agarak, toksisitenin tubulointerstisyel inflamasyon
ve fibroz, podosit hasar1 ve yiiksek serum kreatini, diistik kreatinin klirensi, diisiik serum
albiimini, dislipitemi ve proteiniiri ile sonuglandig1 bildirilmektedir.%?

2.8. Kalpte Toksisite

Kardiyotoksisite DOX kaynakli toksisitenin en ciddi seklidir. DOX'un neden
oldugu kardiyotoksisitenin inflamasyon, apoptoz ve oksidatif stres ile iliskili oldugunu
gosteren kanitlar bulunmaktadir.!® DOX kaynakli kardiyotoksisite, antioksidan
sistemdeki azalmanin yani sira oksidatif stresteki artistan kaynaklanir. Hastalar akut ve
kronik olarak farkli sekillerde etkilenirler. DOX, kardiyomiyositlerde yapisal
degisikliklere yol agarak biiyiimelerine neden olur.1%* DOX'un akut etkileri uygulamadan
sonra dakikalar ila giinler i¢inde gelisebilir ve hipotansiyon, sol ventrikiil yetmezligi,
tasikardi ve cesitli aritmiler sonucu gogiis agris1 seklinde kendini gosterir.** Bu ani
degisikliklerin mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamustir, ancak genellikle gegicidir ve
hastalarda geri doniistimliidiir. DOX'un akut etkilerinin kalpte geri doniistimlii miyokard
ddemi sonucu olustugu varsayilmaktadir.!%® DOX uygulamasindan sonra kronik
kardiyovaskiiler etkilerin insidanst bu sebeple disiiktiir. DOX'un kronik etkileri,

genellikle konjestif kalp yetmezligine yol agan sinsi kardiyomiyopatileri igerir. Kalpte
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hasara yol acan ajanlar hastalarda kalp yetmezligi, bircok organin saghgini
etkileyebilecek sistemik komplikasyonlara neden olabilmektedir.'% Ayrica, kimyasal
ajanlar kaynakli konjestif kalp yetmezligi gelisimi, hastalarda yaklasik %50 mortalite ile
son derece tehlikelidir.”

2.9. Karaciger ve Karaciger Toksisitesi

2.9.1. Karaciger

Karaciger karin boslugunun sag iist boliimiinde yer alan biiyiik bir parankimal
organdir.’?” Eriskinlerde ortalama 1200-1500 gr arasinda bir agirliga sahiptir ve viicut
agirhginin yaklagik % 2’sini olusturmaktadir. Karacigerin iizeri kuvvetli fibroz bag
dokusu olan glisson kapsiilii ad1 verilen bir zar ile &rtiiliidiir.1%1%° Bu yap, karacigerin
seklini korudugu gibi karaciger dokusunu lob ve lobiillere ayirir. Karacigerin visseral ve
diyafragmatik olmak iizere iki yiizli vardir. Diyafragmatik yiizii, iistte diyafragma
aracilif1 ile sagdan sola; sag plevra ve sag akciger, perikard ve kalp, sol plevra ve sol
akciger ile komsudur. Visseral yiiz sagdan sola; kolonun hepatik fleksurasi, transvers
kolonun sag yarisi, safra kesesi, duodenum, solda mide ve Ozofagusla komsuluk
gosterir. %8

Karacigerin yapisal elemanlar1 parankim, stroma, sintizoidler (siniizoidal kapiller)
ve perisiniizoidal araliklar (Disse araliklari)’dir. Stroma, bag dokusu yapisinda olan ve
glisson kapsiilii ile paralellik gosteren bir yapidir. Kan damarlari, lenf damarlari, sinirler
ve safra kanallar1 bu yapi igerisinde ilerler. Siniizoidler (siniizoidal kapiller) hepatosit
plaklar1 arasindaki vaskiiler kanallardir.!!%M! Siniizoidler kesintili pencereli endotel
hiicreleri ve etrafinda gevsek bir bazal laminadan olusan retikiiler liflerle
cevrelenmistir.1*2!1® Endotel hiicreleri arasinda karacigerin makrofajlar1 olarak bilinen
Kupffer hiicreleri yer almaktadir. Siniizoidlerin sahip oldugu kesintili ve pencereli

kapiller plazmanin sinilizoidler cevresinde yer alan perisiniizoidal aralik olan Disse
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araligina gecisinde onemli role sahiptir.!*® Karaciger dokusunun % 80“lik kismini
karaciger parankimi olusturur.!*? Karaciger parankimini santral ven etrafina 1sinsal olarak
yerlesmis karaciger epitel hiicreleri olan hepatositler olusturmaktadir. Hepatositlerin
sirayla yanyana dizilmesiyle hepatosit plaklari olusmaktadir.!*24 Klasik karaciger
lobiiliiniin histolojik yapist Sekil 2.2.”de gosterilmistir.}*® Karaciger siniizoidleri arasinda
art arda dizilmis hiicre tabakalar1 seklinde bulunan hepatositler genellikle merkezde
bulunan tek g¢ekirdege sahiptirler. Baz1 hepatositler ise iki ya da daha fazla sayida
cekirdek icerebilirler.'*2™?® Hepatositler safra kanalikiilleri icerisine safra tuzlari, safra
asitleri, yag asitleri, elektrolitler, fosfolipitler, kolestrol ve biluribinin karisimindan
olusan safranin salgilanmasindan sorumludurlar.!*® Perisiniizoidal araliklar (disse
araliklar) ise Sinuniizoidleri d6seyen endotel hiicre tabakasini ve hepatositleri birbirinden
ayiran icleri s1vi dolu dar bosluklardir. Plazmanin igerisine aktigi bu bosluklar siniizoidler
ve hepatositler arasinda madde alisverisinde rol almaktadirlar.}*? Disse araliginda
bulunan ito hiicreleri, biiylime faktorleri, ekstraseliiller matriks proteinleri ve cesitli
sitokinlerin salgilanmasinda gorevli gorevlidirler ve sitoplazmalarinda bulunan yag
damlaciklarinda A vitamininin depolanmasinda gérev alirlar.!'? Karaciger dokusuna ait

hiicreler ve hepatik siniizoidlerin yerlesimi Sekil 2.3.’de gosterilmisgtir.!
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Sekil 2.2. Klasik karaciger lobiiliiniin histolojik yapisi
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Sekil 2.3. Karaciger dokusuna ait hiicreler ve hepatik siniizoidlerin yerlesimi
Karaciger dokusu karaciger asiniisii, klasik lobiil (hepatik lobiil) ve portal lobiil
olmak iizere ii¢ lobiil seklinde incelenmektedir. Klasik lobiil yapis1 karacigere giris yapan
portal ven ve hepatik arterin getirdigi kanin periferden merkeze ilerlerken izledigi yolu
temel almaktadir. Daha ¢ok karacigerin sahip oldugu endokrin fonksiyonlar 6ne ¢ikar.
Klasik lobiiliin yapisinda hepatosit plaklari siniizoidler ile birbirinden ayrilmistir ve
lobiiliin merkezinde santral ven olarak adlandirilan bir veniil yer almaktadir. Portal lobiil

yapist karacigerin sahip oldugu safra salgilama gibi ekzokrin islevi 6n plandadir. Portal
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lobiil yapisini olusturan iicgen seklinin dis kenarlarini bir portal vene en yakin konumda
olan li¢ adet santral ven olusturur. Safra akimi kan akimia ters yonde olacak sekilde
hepatositlerden portal alana dogru geger.!** Karaciger asiniisii iki portal alana en yakin
konumdaki santral venlere uzanan hepatositlerin olusturdugu oval yapidir. Hepatositler
bu lobiil yapisinda ii¢ zon halinde diizenlenirler. Hepatik arteriyole en yakin konumdaki
hepatositleri iceren bdlge Zon 1 olarak adlandirilir. Bu zon hepatik arteriole olan
yakiligindan dolay1 besin ve oksijen agisindan en zengin kanin ulastigi alandir. Santral
venin yakininda yer alan hepatositlerin olusturdugu alan Zon 3 olarak adlandirilir. Bu
zondaki hepatositler yag metabolizmasinda ve ilaglarin biyotransformasyonunda gorev
alir. Zon 3 ve Zon 1 arasinda kalan alan ise sinirlar1 tam belirli olmayan Zon 2 olarak

adlandirlir.!*® Sekil 2.4 te karacigerde yer alan asiniisler ve zonlagma gosterilmistir.!!®

Santral ven triad

Sekil 2.4. Karaciger asiniisii ve karaciger dokusunda zonlagsma
Karacigerin tiim islevlerini iistlenmis bir lobulus, karaciger i¢in bir fonksiyon
birimi niteligindedir.}1"118
Karaciger portal ven ve hepatik arter olmak tizere ikili bir damar sistemine

sahiptir.1® Portal ven besin agisindan zengin oksijenden yoksun kani tastyarak karaciger
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kan desteginin %75lik kismin1 olusturur ve kani gastrointestinal sistemdeki organlar
ile dalak ve pankreastan karacigere tasir.™'® Hepatik arter ise karaciger kan desteginin
%25lik kismin1 olusturan abdominal aortta yer alan ¢olyak arterden dallanir ve oksijen
yoniinden zengin kani karacigerlere iletir. Bu damarlar kani, daha sonra karaciger
lobiilleri igine dallanarak karaciger siniizoidleine tasirlar.!®'? Kilcal damarlardan sonra
oksijen agisindan fakirlesmis kan, alt ana toplardamara hepatik venler yolu ile drene
edilir.!? Porta hepatiste ayrica karacigerin sag ve sol lobundan gelerek birlesen safra
kanallarmin olusturdugu ana hepatik safra kanali bulunmaktadir.%®

2.9.2. Karaciger Fizyolojisi

Karacigerin, viicudun hemen biitiin sistemleriyle iliskisi bulunan ve son derece
karmasik ve endokrin, ekzokrin ve metabolik olmak tizere viicut i¢in olduk¢a 6nemli
islevleri ~ bulunmaktadir.  Karacigerin  karbonhidratlarin =~ depolanmast  ve
metabolizmalarinin  kontrolii, safra yapimi, keton birlesiklerinin yapimi plazma
proteinlerinin sentezi, ¢esitli ilag ve zehirlerin detoksifikasyonu, iire yapimi ve bazi
hormonlarin inaktivasyonu, yag metabolizmasi, Kupffer hiicreleri sayesinde bagisiklikta
yer almasi gibi ¢esitli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Karacigerin bu énemli fonksiyonlar
baslica 3 grupta toplanabilir. Bunlar;

1.Kanin depolanmasi ve filtrasyonu ile ilgili vaskiiler fonksiyonlar.

2.Sindirim sistemiyle ilgili olarak safra yapimi ve sekresyonu fonksiyonlari.

3.Tiim viicut dokulariyla ilgili olarak metabolik fonksiyonlar.'?*

Plazma proteinlerinin biiyiilk cogunlugu da karacigerde sentezlenmektedir,
Karaciger tarafindan sentezlenen plazma proteinleri; albiimin, fibrinojen ve
globiilinlerdir. Alblimin plazma kolloid ozmotik basincini koruyarak plazma ve doku

stvist arasindaki dengeden sorumludur. Fibrinojen kanin pihtilasma mekanizmasinda rol

oynar. Globiilinler ise plazmanin kolloid ozmotik basincini dengelerler.''*

37


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gastrointestinal_sistem
https://tr.wikipedia.org/wiki/Dalak
https://tr.wikipedia.org/wiki/Pankreas
https://tr.wikipedia.org/wiki/Aort
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87%C3%B6lyak_arter
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Karaci%C4%9Fer_lob%C3%BCl%C3%BC&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Karaci%C4%9Fer_lob%C3%BCl%C3%BC&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Alt_ana_toplardamar
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hepatik_ven&action=edit&redlink=1

Karaciger aminoasitlerin glikoza dontisiim stireci olan glikoneogenez araciligiyla
glikozun glikojen formuna doniisiimii sonucu elde edilen glikojenin glikolitik yollarla
par¢alanmasinda rol almaktadir.!**'% Duedonumda yaglarin hidrolizi ve emilimi igin
safra iiretimi gereklidir. 1** Safra, emilim 6zelligine ek olarak yagda ¢oziilebilen atiklarn
viicuttan atilminda da rol oynve karacigerde yapilmaktadir.*® Cesitli organlarca yakit
olarak kullanilan keton cisimcikleri de yine karaciger tarafindan tretilmektedir.
Proteinlerin ve niikleik asitlerin yikimiyla aciga ¢ikan amonyum iyonlar1 karacigerde iire
yapiminda kullanilmaktadir. Karacigerde iiretilen iire karaciger hiicreleri tarafindan
difiizyon araciligiyla viicut sivilarina aktarilarak rumino hepatik azot dolasimina
sokulmakta tek midelilerde ise bobreklerden atilmaktadir.'?? Karaciger glikojen,
trigliserit, A vitamini ve diger yagda ¢6ziinen vitaminlerin depolanmasinda da gorevlidir.

Ayni zamanda karaciger kan yoluyla karacigere ulasan ilaclar ve toksinleri
detoksifiye etme Ozelligine sahiptir. Bu amagla kan yoluyla gelen yabanci maddelerin
Kupffer hiicrelerince yakalanip fagosite edilmesiyle gelisen fiziksel saldiri ilerleyen
evrelerde biyokimyasal olarak devam eder. Yaslanmis eritrositlerin ortadan
kaldiriimasinda da rol almaktadir.'*

2.9.3. Karacigerde Toksisite

Karaciger, DOX'un metabolizmasinda ve eliminasyonunda énemli bir rol oynar.
DOX birgok doku tarafindan alinsa da, metabolizma ve eliminasyondan Once
biriktiginden karaciger tarafindan daha hizli alindig1 gériilmektedir.'?*2* Viicuda alian
DOX’un yaklastk % 50'si viicuttan atilmadan once degistirilmemis olsa da, cesitli
sekillerde pargalanir. DOX'un c¢ogu, karacigerde iki elektronlu bir indirgeme ile
doksorubisinole metabolize edilir, bu siirece esas olarak hepatik indirgeyici enzim
karbonil rediiktaz 1 olanak saglar.>1%>1%6 Ek olarak DOX, bir yar1 kinon serbest radikali

olusturmak iizere NADPH araciligiyla sitokrom P-450 rediiktaz tarafindan bir elektron
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indirgenmesine tabi tutulabilir> Son olarak, reaktif DOX metabolitlerinin
detoksifikasyonu, deoksiglikonlar olusturmak i¢in hepatik mikrozomal rediiktazlar
araciligryla gerceklesebilir.}24127

Yiiksek dozlardaki DOX tedavi goren bireylerin yaklasik %40'inda bir tiir
karaciger hasar1 meydana getirdigi bildirilmistir.?®'?® DOX alan hastalarda karaciger
hasari, yliksek aminotransferaz seviyeleri, hiperbilirubinemi ve hepatik vaskiiler hasar
seklinde kendini gdstermistir.’3® DOX hepatotoksisitesinin kemirgenlerde karaciger
hasar1, hepatosit dejenerasyonu, parankimal nekroz, biliyer kanalin proliferasyonu,
santral vende tromboz ve karaciger fibrozu seklinde kendini gosterir.'*1*? Dogrudan
DOX kaynakl1 hepatotoksisiteye ek olarak, 6nceden karaciger hastaligi olanlarda yiiksek
konsantrasyonun sonucu olarak olusabilecek toksisite agisindan daha biiyiik bir risk
altindadir. Dolasimdan hepatik ekstraksiyon hizi, hepatik kan akimi, hepatosit kiitlesi ve
hepatik fonksiyon tarafindan belirlenir.?* Genel olarak, karaciger hastaligi, hepatosit
disfonksiyonu ve gecikmis atilim ve DOX'un yiiksek plazma konsantrasyonlar: ile
iligkilidir, bu da sistemik toksisitenin artmasina ve karaciger fonksiyonunun bozulmasina
neden olur. Bilirubin seviyeleri baz alinarak degerlendirilen anormal karaciger
fonksiyonu olan hastalarda hasarin ciddiyetine bagl olarak daha da azaltilmis DOX

dozlar1 almalar1 tavsiye edilir.!?°

Karaciger yiiksek konsantrasyonlarda DOX'u
metabolize ederek yiiksek miktarda ROS iretir. DOX, karacigerdeki metabolizmasi
sirasinda siiperoksit ve peroksinitrit radikalleri liretebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle
tiretilen ROS, serum ALT ve AST gibi hepatik enzimlerin artmasina ve hepatik hasara
neden olan lipit peroksidasyonuna neden olur. Bu enzimlerin diizeyi hepatotoksisite i¢in
biyobelirteg gorevi goriir.®!! Artan ALT, AST ve ALP, hiicresel gegirgenlikte artisa

isaret eder ve bu da sitolojik bozukluklara yol acar. Bu enzimlerin artan miktar1 karaciger

hasarin1 gosterir.}%1? Piruvat'n laktata doniistiiriilmesi, Laktat dehidrogenaz (LDH)
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enzimi tarafindan katalize edilir. LDH'inn salinmasi, DOX uygulamalarindan sonra hiicre
hasarinin énemli bir belirteci olarak l¢iilmiistiir.**® Sonug olarak, ROS, DNA hasar, lipit
peroksidasyonu, E vitamini seviyelerinde azalma ve azalmig GSH’ve oksidatif siireclerde
dengesizlik dahil olmak iizere fazla miktarda hasara sebep olur.3

Sekil 2.5. de DOX kaynakli hepatotoksisitenin molekiiler mekanizmalar1 temsil
etmektedir. DOX metabolizmasi sirasinda Uretilen serbest radikaller, oksidatif stres,
proinflamatuar faktorler ve proapoptotik aktivasyonu ile sonuclanir. Inflamatuar sinyal,
SIRTLl'in DOX tarafindan inhibisyonu yoluyla niikleer faktor kabba (NF-xB) yolu
tizerinde aktive edilir. ROS tarafindan indiiklenen inflamatuar sinyal ve oksidatif stres,
apoptoza yol agar. Ote yandan, iiretilen ROS, serumda karaciger hasarmin bir gdstergesi
olarak hizmet eden yiiksek seviyelerde karaciger enzim biyobelirteglerine yol agar.
Sirtuin-1 (SIRT-1), nikodinamid adenin diniikleotit bagh deasetilaz, DOX tarafindan
dogrudan inhibe edilir, bu nedenle p53 asetilasyon siirecine girer ve apoptotik yolun

aktivasyonu ile sonuglanir.®

40



RASIND

iNTERKALASYON

Sekil.2.5. DOX kaynakli hepatotoksisitenin mekanizmalar1

2.10. Oksidatif Stres

Oksidadatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidan sistem
lehine bozulmasi, lipit peroksidasyonu ve serbest radikal/ROS ag¢iga ¢ikmasi sonucu
organizmada hiicresel hasar meydana gelmesidir. Oksidatif strese karsi organizmanin
savunma mekanizmalar1 (antioksidan mekanizmalar) yetersiz kaldiginda, hiicrelerde
oksidatif hasar geliserek hiicresel fonksiyonlarda oOnemli aksakliklar meydana
gelebilmektedir. Pek ¢ok hastaligin patogenezinde kritik bir 6neme sahip oldugundan
hastaligin siddetini ve seyrini degistirmektedir. Bu mekanizma, kardiyovaskuler
hastaliklar, kanser, sepsis, dejeneratif norolojik hastaliklar, infertilite, bobrek yetmezligi,
kas ve karaciger hastaliklart gibi birgok hastaligin etiyolojisinden sorumlu
tutulmaktadir.1%1%® Oksidatif stres siirecinde ROS kritik oneme sahiptir. ROS’lar

hiicresel cevap ve uyart mekanizmalarinda gorev alirken, serbest radikaller sayisiz
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enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyon igin gereklidir. Serbest radikaller viicutta
dengede oldugu miktar1 astiginda, yakin ¢evrelerindeki lipit, protein ve niikleik asitler
gibi makromolekiillerle etkilesime girerek dengeli hale gelmektedir. Ancak bu esnada
hiicre yap1 ve organallerinde bozukluklara neden olabilir.}3® ROS’lar, mutasyonlara ya da
kansere neden olacak sekilde niikleik asit fonksiyonunun bozulmasinda, geri doniisiimsiiz
DNA hasar1 olusmasinda, enzim aktivitelerinde degisikliklere, proteinlere zarar vererek
organizmada ¢ok sayida hasara neden olmaktadir.}*%1! ROS temelde oksidasyon
yetenegine sahip saglikli hiicre metabolizmasinin tiirevleri olarak bilinmektedir. Bir¢cok
sinyal yolunda ikincil haberciler olarak hareket etmektedir. ROS diisiik miktarlarda
hiicresel metabolizma icin ¢cok Onemlidir, fakat yiiksek miktarlarda hiicre icin asiri
oksidatif stres yaratabilir ve dliimciil olabilir. Bu nedenle hiicreler, ROS seviyelerini,
varhgmi siirdirmesini  etkilemeyecekleri  olgiide dengede tutmak igin gesitli
mekanizmalara sahiptir.24*!42 Antioksidan enzimler serbest radikalleri indirgeyerek
olusacak hasar1 nlemede rol oynar.'*® Bunlar serbest radikalleri tutarak veya daha zayif
yeni bir molekiile doniistiirerek aktivitelerini azaltir veya serbest radikalleri kendilerine
baglayarak etki gosterirler.!** ROS’un azaltilmasinda rol oynayan en énemli enzimatik
antioksidanlar SOD, GPx ve KAT’dir.}401414 NADPH, elektronlarmi glutatyon
rediiktaz aktivitesi i¢in vererek hiicrelerdeki GSH diizeylerinin korunmasina katki
saglar.}*’” ROS’lar 6zellikle hiicre membranindaki doymamis yag asitlerine etki ederek
lipit peroksidasyonunu olusturmaktadirlar. Lipit peroksidasyonu serbest radikaller
tarafindan baslatilan membran yapisindaki yag asitleri zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baglayarak membrandaki lipit yapisini degistiren kimyasal bir zincir
reaksiyonudur.}#142 Uc ve iicten fazla ¢ift bag iceren ¢oklu doymamis yag asitlerinin
parcalanmasiyla lipit peroksidasyonun en oOnemli gostergelerinden malondialdehit

(MDA) olusur.**® MDA deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
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bilesenlerinin kiimelesmesi gibi zar 6zelliklerinde degisimlere yol agmaktadir.**® Lipit
peroksidasyona karsi olusan korunma mekanizmasinda GPx ve KAT birincil antioksidan
enzimler olarak bilinirler.®® GPx araciligiyla lipit hidroperoksitlerin ve hidrojen
peroksitin indirgenmesi saglanir.’®*'! KAT ise basta karacigerde ve eritrositlerde olmak
tizere biitiin organlarda bulunan ve SOD aracilig1 ile olusan hidrojen peroksitin oksijen
ve suya par¢alanmasinda GPX ile birlikte etkiyen 6nemli bir enzimdir. Oksidatif strese
bagli olaylarda GPx ve KAT aktivitelerinde degismelerin olustugu bildirilmektedir.'%?

GSH enzimatik olmayan antioksidan 6zellikte olan oksidatif hasara ve serbest
radikallere kars1 etkinlik gosterip direkt reaksiyona girerek serbest radikallerin
toksisitelerini azaltmaktadir. GSH, hiicrelerde aminoasit transportunda, DNA ve protein
sentezinde onemli fonksiyonlara sahiptir.'>®

2.11. inflamasyon

Inflamasyon, canli dokunun her tiirlii canl, cansiz yabanci etkene veya i¢sel/dissal
doku hasarina verdigi selliiler (hiicresel), humoral ve vaskiiler bir seri yanittir. Viicut
inflamatuvar yanitla, 6li dokular1 ve hiicreleri hasar olusan alandan uzaklastirir. Zarar
goren dokuyu onarmanin yaninda bunun nedenini ortadan kaldirmasi i¢in ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismektedir.'® Lokositler, inflamasyonun baslica hiicresel aracilaridir.
Inflamasyon histolojik olarak, dolasimdaki lokositlerin vaskiiler sistemden disariya
tasinmasina bagli olarak etkilenen dokuda birikmesi ile karakterizedir. Lokosit bu siirecte
aktif olarak bulunur ve sitokinler ile vaskiiler endotel tarafindan kontrol edilmektedir.1*
Inflamasyonda monositin ve graniilositin inflamasyon bdlgesine asir1 miktarda gogii
neticesinde bolgedeki doku hiicreler sismektedir. Bu olaylar dizisinde histamin,
bradikinin, serotonin, prostaglandinler, pihtilagsma sisteminin ve kompleman sisteminin
reaksiyon iriinleri, T hiicrelerinden salinan lenfokinler gibi maddeler yer alir. Bu

maddelerin biiyiik ¢cogunlugu, kuvvetli bir sekilde makrofaj sistemini aktiflestirerek
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hizlica hasar géren dokuyu pargalatir. Baz1 zamanlarda bu sistem sonucunda makrofajlar
normal canli doku hiicrelerine de zarar verebilmektedir.!®® Sitokinler inflamasyon
dengesinde ¢ok onemli yere sahip proteinlerdir. Antijenlere ve patojenlere kars1 immiin
sistemin olusturdugu ve immiin yanitin diizenlenmesine de goérev alan Onemli
immiinmodiilatorlerdir. Sitokinler T ve B lenfositler, makrofajlar, mast hiicreleri gibi
immiin cevabin diizenlenmesinde gorev alan hiicrelerden salinabildigi gibi, non-immiin
hiicrelerden de salinmaktadir.t®

Interldkin-1beta (IL-1PB), gesitli hastaliklarin patogenezinde proinflamatuar etkisi
olan, viicudun genel tiim dokularinda inflamatuar cevabin indiikklenmesini saglayan ¢ok
giiclii bir sitokin {iyesidir. Dokuda bol miktarda bulunan IL-18 mononiikleer hiicrelerde
ve fibroblastlarda, lenfosit, makrofaj ve notrofillerde sentezlenmektedir.?® IL-1, iltihabi
durumlarinda, agr1 varhifinda ve otoimmiin hastaliklarda 6nemli bir rolii olan
proinflamatuar sitokin olarak bilinmektedir.>®

Timoér nekroz faktér-a (TNF-a), polipeptit yapiya sahip kasektin olarakta
adlandirlan sitokin ailesi iiyesidir.!®® Temel olarak lipit metabolizmasinda gorev alir.
Ayn1 zamanda insiilin direncinde koagiilasyon gibi birgok gorevi bulunmaktadir. Timor
hiicrelerini etkilemekle birlikte immun cevap olusumunda prohormon olarak membranla
biitiinlesmis halde bulunmaktadir. TNF-o makrofaj ve lenfosit gibi savunma hiicrelerinde
sentezlenmektedir.®* TNF-a ve IL-1p gibi lipopolisakkarit (LPS) tarafindan indiiklenen
proinflamatuar sitokinlerin, inflamatuar hastaliklarin siirecinde énemli bir rol oynadigi
iyi bilinmektedir. Bu nedenle de bu inflamatuar mediyat6rlere miidahale etmek pek gok
inflamatuar hastaligin tedavisinde dnemli bir hedef olarak goriilmektedir.!52

Interferonlar, immiin sistem diizenleyici fonksiyonlara sahip sitokin ailesi
iiyesindendir. Interferon gamma (IFN-y) alloantijenler, makrofajlar1 aktive edici faktdr

olarak ta bilinen sitokin ailesinin bir tiyesi olan proteindir. IFN-y, az miktar1 sitoksik
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lenfositler ve Natural killer (NK) hiicreleri tarafindan, daha fazla miktar1 ise Th1(T-
helperl) hiicreleri tarafindan sentezlenerek, dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemlerinde
onemli goérevleri mevcuttur. IFN-y sinyali, dogal bagisiklik hiicrelerini aktive etme
islevine ek olarak, T hiicresi gelisiminde de rol oynamaktadir.'®3

Interlokin-6 (IL-6) T hiicrelerin farklilasmasi ve aktivasyonu iizerine etkilidir. IL-
6 en ¢ok bilinen en 6nemli sistemik etkisi C-reaktif protein basta olmak {izere akut faz
proteinlerine olan etkisidir. 1L-6 hepatositlerin stimulasyonu yoluyla akut faz
proteinlerinin sentezini saglamaktadir.®* 1L-6’1n hiicre siklusunun devami ve apopitoz
inhibisyonunda yeri oldugu bilinmektedir. Otoimmun hastaliklar ile kanser gibi
hastaliklarm patogenezinde IL-6 iiretiminde bozukluklarin da etkisi mevcuttur.'®®

Niikleer faktor-kB (NF-kB), cesitli hiicre fonksiyonlarini diizenleyen ¢ok sayida
geni kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir.}%® NF-«kB proteini kB Inhibitér (IKB)
proteini ile baglanmis, sitoplazma igerisinde inaktif sekilde bulunmaktadir. Gelen bir
uyar1 halinde, IkB kinaz proteini IkB molekiiliiniin fosforile edilmesini ve NF-xB
proteininin, IkB proteininden ayrilip sitoplazmadan ¢ekirdege tasinmasini saglamaktadir.
NF-kB bagsta inflamasyon olmak iizere, apoptozis ve hiicre proliferasyonunda énemli rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. %’

Interldkin 4 (IL-4), T-helper 2 (Th2) sitokinlerinin prototipik bir {iyesidir ve gii¢lii
antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini ve etkisini
azaltir, 168169
Interlokin 10(I1L-10), Th2 hiicreri tarafindan iiretilen ve Thl’in aktive etmis
oldugu pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe eden sitokindir.}”® IL-10'un kendisi

proinflamatuar yanitlar1 baskilayarak inflamasyonun neden oldugu doku hasarini

onleyebilir.t"
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Peroksizom proliferatorii sayesinde aktif duruma gelen reseptér peroksizom
proliferator-aktive reseptér gama (PPAR-y), niikleer hormon reseptorii siiper ailesine ait
olan, ligandla aktive olan bir transkripsiyonel faktor olarak bilinir. PPAR-y’ nin,
bagisiklik tepkileri, redoks dengesi, yag asidi oksidasyonu, glikoz homeostazisi, gibi
cesitli sinyal aglarinda bir¢ok genin ekspresyonunu veya aktivitesini etkiledigi
bilinmektedir.2

Interferonlar, antiproliferatif etki gosterdigi bilinmektedir. Bu ailenin iiyesi olan
IFN-y oncelikle Thl hiicreler tarafindan sentezlenmekle birlikte daha az oranda NK
hiicrelerince de iiretilebilir. Dogal ve kazanilmis bagisiklikta rolleri vardir.1"3"* [FN-y,
timor olugsumunda 6nemli bir etkiye sahiptir, tiimorlere karsi konak cevabi artirir ve

tiimor hiicrelerinin immiin saldiridan kagmay1 kolaylastiran yanitlar1 diizenlemektedir.1™

Siirekli olarak yiiksek seviyede IFNy iiretimi, dnemli antitiiméor etki gosterir.1’®

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-arginin'den
tiretilir. NOS'un iki fonksiyonel sinifa ayrilabilen ii¢ farkli izoformu vardir. Bir grup
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve noéronal nitrik oksit sentaz’1 igeren olusturucu
simif, diger grup ise indiiklenebilir nitrik oksit sentaz(iNOS) ad1 verilen indiiklenebilir
formdan olusur.}”” NOS izoformlarinin insan tiimér hiicre hatlarinda ve solid timor
dokularida mevcut oldugu bildirilmistir. eNOS, kalsiyum (Ca?*) bagimli bir enzimdir ve
ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunmustur. eNOS'un kan basinci, trombosit
agregasyonu, lokosit aderansi ve vaskiiler diiz kas hiicre mitogenezi ve anjiyogenezi
regiile ettigi gdsterilmistir,!’

2.12. Apoptozis

Apoptozis ya da programlanmis hiicre 6liimii, onemli bir doku homeostasisi olan

ve normal organ involiisyonu, immiin yanit ve embriyogenez dahil olmak {izere bir¢cok

biyolojik stireglere katilan fizyolojik hiicre 6liimiiniin organize edilerek diizenlenmesi
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seklidir. Apoptozis, nekrotik hiicre Oliimlerinden farkli olarak morfolojik niikleer
degisimlerle nitelendirilebilir. Apoptoz, hiicrenin biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
DNA’nin pargalanmasi, zarin kabarmasi ve makrofajlar tarafindan hizla fagositoza
ugrayan apoptotik maddelerin olusumu ile aktif, yiiksek seviyede programlanarak
diizenlenmektedir. Apoptotzis kontroliin kaybinin hastalik patogenezinin temelini
olusturabileceginin bilinmesi, apoptoz planlanmas1 veya indiiksiyon alanlarinda ¢ok fazla
arastirmay1 tesvik etmistir. Hiicresel apoptoz, ekstrinsik ve intrinsik mekanizmalar
tarafindan tetiklenen karmasik bir siiregtir. Ekstrinsik yol, ligandlarin baglanmasi {izerine
bir 6liim reseptoriiniin aktive edilmesi, proteinlerin karismasi ve bir dizi protein-protein
etkilesimleri araciligiyla sinyallesmesini icermektedir. Intrinsik yol mitokondriyi ve
proapoptotik faktorlerin sitozole salinarak kaspazlarinin aktivasyonunu igeren kompleks
bir siirectir.*”

Diisiik seviyelerde ROS hiicre sinyalizasyonuna katilirken, yiiksek ROS
konsantrasyonlari proteinlerin, lipitlerin ve DNA'nin oksidasyonu sebebiyle zararlidir.
Bununla birlikte kalict ROS iiretimi, hiicresel antioksidan savunma sistemlerini
etkileyerek apoptoz ile sonuglanir. ROS, mitokondriyal ve 6liim reseptdrii araciligiyla
apoptosisi baglatabilir. ROS’un mitokondriyal proapoptotik proteinlerin yeniden
salinmasini ve kaspaz-3’iin aktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir.X¥® ROS sinyalinin
sitokin kaynakli apoptoza aracilik ettigi gosterilmistir. Timor nekroz faktor(TNF),
makrofajlar tarafindan {iretilen proinflamatuar bir sitokindir, apoptozda ve
norodejeneratif bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde en ¢ok ¢alisilan
sitokindir. TNF’in reseptoriine baglanmasi, ROS'un aracilik ettigi bilinen NF-KB
sinyallesme yolunu aktive eder. Bu sinyal yollar1 daha sonra alt birimlerdeki proteinleri

ve molekiilleri aktiflestirerek kaspazlari harekete gecirmektedir. Hem oksidatif streste
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hem de inflamasyonda bu durum geri doniilmez apoptozis siirecinin baslatilmasina sebep
olacaktir.!8!

Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri (Bcl-2, Bax, Bak), apoptotik hiicre kaybinin dnemli
diizenleyicilerindendir.!® Bir hiicrenin apoptoza egilimi olmas1 Bcl-2 ailesi genlerinin
heterodimer veya homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi birbirine zit proapoptotik ve
antiapoptotik iiyelerden olusur. Hiicrede proapoptotik proteinler daha fazla ise hiicre
apoptoza egilimlidir. Antiapoptotik proteinler daha fazla ise hiicre apoptoza daha az
egilimlidir.m3 Proapoptotik tiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir.
Bu proteinler hiicrede sitozolde yer alirlar. Sitokrom-C ve apoptoz inhibe edici faktor
(AIF) salinimini artirip apoptozu indiikler. Antiapoptotik tiyeler ise Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-
1’dir. Bu proteinler de mitokondri dis membraninda, ¢ekirdek zarinda ve endoplazmik
retikiiliimde yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon gegisi diizenlerler. Ozellikle
hiicrede Ca?" oranimi kontrol ederler. Ayrica kaspazlarin éncii formlarryla AIF ve
sitokrom-c salinimini durdurarak apoptozu inhibe ederler.'®318 Caligmalar, DOX'un Bcl-

2/Bax oranini azalttigini, kardiyomiyositlerin apoptozu tetikledigini gdstermistir. 186187

Apoptosizin baslatilmasinda en kritik rolii kaspaz ailesi oynamaktadir.188:189
Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Hiicrede
inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. 100 farkli hedefteki
proteini keserek apoptoza neden olurlar. Kaspazlar, baslatici kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10),
efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7) ve inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14)
olarak 3 gruptan olusmaktadirlar. DNA replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive
ederler. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarmmin tomurcuklanmasina neden
olurlar. 18318

Siklooksijenaz (COX), prostaglandinleri tireten arasidonik asit kaskadindaki hiz

sinirlayict enzimdir.’®® COX'in iki izoformu vardir. Siklooksijenaz-1 (COX-1), hemen
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hemen tiim dokularda yapisal olarak ifade edilir ve homeostazin siirdiiriilmesinde rol
oynar. Aksine, Siklooksijenaz-2(COX-2), mitojenler, biiyiime faktorleri ve sitokin dahil
olmak iizere inflamatuvar uyaranlara yanit olarak indiiklenir. Artan kanitlar, COX-2
diizeylerinin karaciger, kolon, prostat, safra kesesi, akciger, deri ve jinekolojik kanser gibi
cesitli malignitelerde yiikseldigini gostermistir. Bilinen ¢alismalar, rahim agzi1 kanserinde
asir1 eksprese edilen COX-2'nin lenf nodiilii metastazi ve radyasyon tedavisi ve
kemoterapiye direng ile iliskili oldugunu gostermistir.1%t

2.13. DNA Hasarn

DNA siirekli olarak gevresel faktorlerin etkisi altindadir. Gen materyalinin
endojen ve eksojen kaynakli etkilerle genetik materyalin yapisinda meydana gelen her
tirli degisiklikler DNA hasar1 ismini alir. Bu ylizden DNA siirekli bir tehdit altindadir.
Hiicresel yasam dongiisiinde meydana gelen mutasyonlar kanser, erken yaslanma,
bagisiklik sistem baskilanmasi ve hiicre o6liimiine neden olabilmektedir. Iyonize
radyasyon, yiiksek oksijen yogunlugu, radikal zincir reaksiyonuna ugrayan kimyasallar
DNA’da hasara neden olabilmektedir. Ozellikle ROS’lar DNA hasarma neden olurlar.*®
ROS kaynakli 20 cesitten fazla bazin hasar1 sonucu DNA hasar1 sekillenmektedir. Bu
bazlarin en onemlisi 8-hidroksideoksiguanosin(8-OHdG), oldukg¢a duyarli ve oksidatif
stres artigi ile paralel olarak artan ve yarilanma 6mrii de oldukga kisa olan oksidatif DNA
hasar1 parametresidir.!%>1% ROS’lar DNA icerisinde guanini hedef alir.}**'*® Guanin baz1
DNA bazlar igerisinde yap1 bakimindan zayif ve oksidasyona egilimli baz tipidir. 8-
OHAG, DNA yapisinda hidroksil radikeli ile reaksiyona girerek DNA f{iriin radikali olan
8-OHdG’e okside olmaktadir. DNA replike olurken baz degisimleri agsamasinda
mutasyon olasihigini arttirmaktadir.®>1% Bu yiizden DNA’da ortaya ¢ikan hasarin
belirlenmesinde en ¢ok ¢alisilan yontemlerden biri olmustur. Cesitli kimyasal maddelerin

de 8-OHdG seviyelerinde artisa neden oldugu bilinmektedir. Etil alkol, asbest ve sigara
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gibi maddelerinde deneysel olarak uygulanmasi 8-OHdG diizeyinde artisa neden
olmaktadir.'® DNA’daki oksidatif hasar1 belirlemede 8-OHdG 6lciimii 6nemlidir. 8-
OHdG insan ve hayvanlarda serum, idrar ve dokularda tespit edilebilir.!®® Yasa bagl
olarak bobrek, karaciger ve barsak dokularinda, yasla birlikte artan dejeneratif hasar ve
organ fonksiyonlarinda ki azalmalar sonucu 8- OHdG diizeyinde artis goriilebilmektedir.
Oksijen tiiketiminin en yiiksek oldugu dokularda 8-OHdG diizeyi oldukga yiiksektir.
Deney hayvanlarinda C-E vitamini, beta karoten ve selenyum gibi antioksidanlarin
girislerde 8-OHdG diizeylerinde azalma gériilmiistiir.%’

2.14. Naringin

NA (4',5,7-trihidroksi flavon 7-ramnoglukozid), ilizim ve birgok turunggil
meyvesinin temel ve aktif flavanon glikozitidir.?#? Flavonoidler, turunggiller basta
olmak iizere meyvelerde, yagh tohumlarda, sebzelerde, caylarda, kahvelerde yaygin
olarak bulunmaktadir. Flavonoidler, bir benzo-y-piron yapisina sahip biiyiikk bir
polifenolik bilesiklerdir ve fenilpropanoid yolu ile sentezlenmektedirler. Flavonoidlerin
kimyasal yapis1 heterosiklik bir piran halkasi ile baglanmis iki benzen halkasindan
olusmaktadir. Polifenol bilesiklerin sekonder metabolitleri olup oksidasyon diizeylerine
gore  flavonlar, flavanonlar, flavonoller, izoflavonoidler, neoflavonoidler,
antosiyanidinler ve kalkonlar gibi alt sinifilara ayrilmaktadirlar. Flavonoidlerin ¢esitli
siniflar1 oksidasyon seviyesi ve piran halkasinin ikame modeli agisindan farklilik
gosterirken, bir smif i¢indeki tek tek bilesikler iki benzen halkalarinin ikame modeli
acisindan farklilik gostermektedir. Temel flavonoid yapis1 aglikondur. Benzen halkasi ile
kondenze olmus alt1 iiyeli halka, ya bir a-piron (flavonoller ve flavanonlar) ya da onun
dihidro tiirevidir (flavonoller ve flavanonlar). Benzenoidin konumu, flavonoid sinifim
flavonoidlere (2-konum) ve izoflavonoidlere (3-konum) ayirmaktadir.’®® Flavonoidler

genellikle 3, 5, 7, 2, 3', 4' ve 5' pozisyonlarinda hidroksillenmektedirler. Glikozitler
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olustugunda, glikozidik bag normalde 3 veya 7 pozisyonlarinda bulunmakta ve
karbonhidrat L-ramnoz, D-glukoz, ramnoz, galaktoz veya arabinoz olmaktadir.
Flavonoidlerin sahip olduklar1 antioksidan aktivitelerinin hidroksil gruplarinin sayisi ile
iligkilidir. Flavonoidlerin antiinflamatuar aktivitesi, serbest radikallerin temizlenmesi ve
lipit peroksidasyonunun inhibisyonu ile iliskilidir.'*°

NA, molekiiler formiilii C27H23014 ve molekiiler agirligi 580,54 g/mol’diir. NA
yaklasik olarak % 90’lik kismi meyvenin albedosunda ve dilimlerinin zarinda yer
almaktadir. Erime noktast 166°C’dir ve su ile alkolde c¢oziinmektedir. Bagirsak
mikroflorasi, NA’y1 aglikon naringenine ayirarak bagirsaktan emilimine olanak

saglamaktadir.?®® NA’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.5.’de sunulmustur.?%!

Sekil 2.6. NA nin kimyasal yapisi

Fenilpropanoid yolu ile NA’nin biyosentezi, sikimat yolunun son iriinii olan
fenilalaninle baslamaktadir. ilk olarak fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) aracilig1 ile
fenilalaninin sinnamik asite doniismektedir. Sonrasinda sinnamik asidin p-kumarata
doniistimiinii katalizleyen sinnamat 4-hidroksilaz (C4H) ile p-kumarat olusumudur. Daha
sonra 4-kumarat CoA-ligaz (4CL) yoluyla p- kumarat, p-kumaroil CoA'ya metabolize

olmaktadir. Kalkon sentaz (CHS) ve kalkon izomeraz (CHI) enzimleri,
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fenilpropanoidlerin flavonoid biyosentezine bdliinmesini katalize etmektedir. P-kumaroil
CoA sentezine giden yol fenilpropanoid yoldur. Kalkon sentaz (CHS) ve kalkon izomeraz
(CHI) enzimleri, fenilpropanoidlerin flavonoid biyosentezine bdéliinmesini katalize
etmektedir. Ayrica, iiridin difosfoglukoseflavanon 7-O-glukotransferaz (UF7GT) aracili
kataliz, ¢esitli metabolitlerden olusan bir grup olusturur. Fenlpropiyonat yolu sonrasi
naringenin, izoflavonoidler, proantosiyanidinler, stilbenler, flavonoller ve antosiyaninler

seklinde déniismektedir. Sekil 2.7.’de NA biyosentezi gdsterilmistir. 2%2
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NA, bagirsak bakteriyel naringinaz enzimi tarafindan hidrolize edilerek iki ara
iriin olan naringenin (4',5,7- trihidroksiflavonon)  ve ramnoz’u olusmaktadir.
Naringeninin bagirsak yolu tarafindan hizli ve kolayca emilmekte ve yine dolagimda hizla
biyolojik olarak kullanilabilir hale gelmektedir. Hizli emilimi sayesinde NA’nin
farmakolojik olarak en etkin formdur.?®® NA oral alimindan sonra, periferik kan ve

idrarda naringenin konsantrasyonlari énemli miktarda bulunmustur.?%*

NA bircok hastaligin profilaksisinde ve tedavisinde kullanilmaktadir.29420
NA’nin antiinflamatuar, antioksidan, antikanserojen, néroprotektif, antitiroid etki olmak
tizere olumlu etkileri pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma ile kanitlanmistir.?%

Son aragtirmalar, NA'nin artan diyet tiiketiminin meme kanseri ve akciger
kanserleri gibi belirli kanser riskinin azaltilmas ile iliskisinin oldugunu gostermistir.2%’
Ayrica, in vivo ve in vitro ¢aligmalardan elde edilen bulgulara gére NA'nin kolon kanseri
hiicrelerini, idrar kesesi kanseri hiicrelerini, insan meme kanseri hiicrelerini ve insan
rahim agz1 kanseri hiicrelerini baskiladigimi gdstermistir.?%22%° NA'nin tiimér biiyiimesi
inhibisyonu ve apoptoz indiikksiyonu iizerindeki etkilerini arastiran c¢alismalar
yapilmistir. 2%

NA, makrofajlarda LPS ile indiiklenen iNOS ekspresyonunu ve NO’yi inhibe
etmistir.?° NA’nm, rat modelinde oksidatif stresi ve inflamasyonu modiile ederek
norodejenerasyonu hafiflettigi de ortaya konmustur.?*! Kronik bronsit kobay modelinde,
NA’nin bronkoalveolar lavaj stvisindaki IL-8 aktivitesini azaltarak ve akciger dokusunda
SOD aktivitesini ve bronkoalveolar lavaj sivisindaki lipoksin A4 seviyesini artirarak
antiinflamatuar ve antioksidan etkiler gosterdigi bildirilmistir.?'? Arastirmacilar, NA’nm,

IL-1B, IL-6, TNF-0, COX-2 ve NF-xB gen ve protein ekspresyonunu asagi regiile ederek

antiinflamatuar etki sergiledigini ifade etmislerdir.?*®
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismanin tiim deneysel uygulamalar ve asamalar1 Atatiirk Universitesi T1ibbi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi (ATADEM) ile Atatiirk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Patoloji Anabilim Dali ve Veteriner
Fakiiltesi Veteriner Teshis ve Analiz laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Bu calisma,
Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 16.04.2020
tarin ve 75296309-050.01.04-E.2000106287 sayili yazisinda belirtilen Etik Kurul
Raporunun 52 no’lu karari ile onayland.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Doktora tez g¢alismasi kapsaminda ticari olarak alinan kimyasal maddeler ve

¢oziiciiler analitik saflikta olup Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal ajanlar.

Kimyasal Ismi Marka
Doksorubisin Saba
Naringin Acros

3.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Bu calismada, ratlarda tek doz DOX (40mg/kg, i.p)*** ile indiiklenen
hepatotoksisite modelinde ¢alisildi ve belirlenen gruplara NA’nin iki farkli dozunun (50
ve 100 mg/kg, intragastrik (i.g,), 10 giin)?*® uygulamasmin olas1 koruyucu etkileri
arastirildi. Aragtirmamizda ortalama 250-300 g agirliginda 12 haftalik yetiskin Sprague
Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Deney hayvanlart ATADEM’den temin edildi. Ratlar,
caligma zamanina kadar yaklasik olarak 25°C‘lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-
karanlik dongiisii ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza edilerek

ad-libitum olarak beslenildi. Yeterli doku 6rneklerinin saglanabilmesi i¢in her bir grupta
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10 erkek ratin bulundugu 5 deney grubu olusturuldu ve deney gruplar1 asagidaki gibidir.

Tablo 3.2. Deney gruplari ve gruplarda kullanilan deney hayvani sayilari.

Grup sayisi Grup isimleri Hayvan Sayilari
Grup 1 Kontrol 10
Grup 2 DOX 10
Grup 3 NA50+DOX 10
Grup 4 NA100+DOX 10
Grup 5 NA100 10

3.3. Deney Gruplarinda Doksorubisin ve Naringin Uygulamasi

Grup 1’e 10 giin boyunca i.g. 1 ml distile su, Grup 2’ye 10 giin boyunca
intragastrik 1 ml distile su verildi ve uygulamanin 8. giinii tek doz i.p. DOX (40 mg/kg)
enjekte edildi. Grup 3 ve 4’e 10 giin boyunca 50 ve 100 mg/kg dozlarinda i.g. NA
uyguland1 ve bu gruplara NA uygulamasinin 8. giinii i.p. DOX (40 mg/kg) enjekte edildi.
Grup 5’e ise 10 giin boyunca 100 mg/kg dozunda i.g. NA uygulamasi yapildi. Deneysel
uygulamalar sonunda ratlarin canli agirhk tartimlarindan sonra ketamin-ksilazin
anestezisi altinda intrakardiyak kan 6rnekleri ile servikal dislokasyonu takiben karaciger
dokular1 alind1. Karaciger dokulan tartildiktan sonra karaciger dokularmin bir boliimii
histopatolojik, immunhistokimyasal ve immunfloresan incelemeler i¢in serum fizyolojik
ile yikamayi takiben hemen formaldehit i¢ine alindi. Karaciger dokularinin kalan boliimii
ise serum fizyolojik ile yikamay:1 takiben hemen sivi azota atilarak donduruldu.
Sonrasinda bu dokular, biyokimyasal analiz c¢alismalarina kadar -80°C’lik derin
dondurucuda muhafaza edildi.

3.4. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Ratlardan alinan kan Ornekleri jelli tiiplere aktarilarak +4°C’de sogutmali
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santrifiijde 3500-4000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rnekleri
eppendorf tiiplerine aktarildi ve analizler yapilana kadar -80 °C’lik derin dondurucuda
muhafaza edildi. Serum Orneklerinde ALP, ALT, AST ve LDH parametrelerinin
analizleri Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veteriner Teshis ve Analiz
Laboratuvari’nda otoanalizérde (RanDOX Monaco-United Kingdom) analiz edilerek
degerlendirildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler

-80°C’ de muhafaza edilen karaciger dokularindan 100 mg 6rnek alinarak kapakli
tiiplere alind1 ve Fosfat tampon (PBS) ile 1/20 oraninda sulandirilarak Magna Lyser
(Roche) homojenizator ile 90 saniye 6000 devirde homojenize edildi. Homojenizasyon
islemi tamamlandiktan sonra homojenatlar 10000 rmp’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij
islemi sonucunda elde edilen siipernatantlar eppendorf tiiplerine alindi ve daha sonra
biyokimyasal analizlerde kullanildi.

Karaciger dokusu siipernatantlarinda oksidan ve antioksidan belirtegleri (MDA,
SOD, GSH, GPx, KAT), inflamasyon (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-4, IL-10, IFN-y, COX-2,
eNOS, NF-kB, PPARY) ve apoptozis (Kaspaz-3) markirlari spesifik ¢ift antikor sandivig
rat uyumlu ticari Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kitleri (Sunred
Biological Tecnology, Shangai, China) ile {iretici firmanin protokoliine gore analiz edildi.
Pleytlerin okumalar1 BioTek ELISA reader’da EPOCH II programinda 450nm’de yapildi.
Sonuclar degerlendirilerek gruplar arasinda farklar tespit edildi. Yapilan ELISA
caligmasinin porotokolii;

Calismaya baslamadan 6nce ELISA Kitleri +2/8°C sicaklikta muafaza edildi ve
calismaya baslamadan 6nce 30 dk boyunca oda 1sisinda bekletildi. Sonra standartlar

hazirlandi.
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Standarlarin hazirlanmasi: Standartlar bes ayr1 eppendorf tiipte yapildi.

Standart 5: 120 pl orjinal standart + 120 pl standart diluent

Standart 4: 120 pl standart 5’ten alinir + 120 pl standart diluent

Standart 3: 120 pl standart 4’ten alinir + 120 ul standart diluent

Standart 2: 120 ul standart 3’ten alinir + 120 pl standart diluent

Standart 1: 120 pl standart 2’den alinir + 120 pl standart diluent eklenerek spesifik
monoklonal antibadi ile kapli pleyt kuyucuklarina standartlar 50 pl sirastyla eklendi.

* Pleytteki bir test kuyucuk blank olarak secildi. Blank kuyucuguna 6rnek, HRP
ve her parametrenin antikoru (IL-10 antikoru vb.) eklenmez sadece kromojen A-B ve stop
soliisyonu eklenir.

» Kitte bulunan Streptavidin-HRP, 50 pl pleytte tiim test kuyucuklarina eklendi.
Standartlar zaten biotin igerdiginden dolayr HRP standart kuyucuklarina eklenmez.

* Tiim test kuyucuklaria 6rnekler 40 pl ve biotin antibody 10 pl eklendikten sonra
seal membran ile playt kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi.

* 30x konsantre olan yikama soliisyonu 30 kat sulandirilarak hazirlandi.

* Bir saat sonunda membran yavag¢a kaldirild1 ve playt ters ¢evrilerek dokiildii
tizerine yikama soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi.

» Mikroplate washer ile yikama yapildiktan sonra kromojen A ve B sirasiyla tiim
test kuyucuklarina 50 pl eklendi ve 37 C’de 10 dk karanlikta inkiibe edildi.

» Siire sonunda tiim test kuyucuklarma stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu.

Pleyt BioTek ELISA okuyucu cihazinda EPOCH II programinda 450nm dalga
boyunda okumasi yapildi. Elde edilen sonuglarin standart egri dogrusal regresyon
denkleminde hesaplandi ve her 6rnegin konsantrasyonlar1 hesaplanarak gruplar arasinda

degerlendirmeler yapildi.
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3.6. Histopatolojik incelemeler

Degerlendirme sonunda alinan doku 6rnekleri %10°luk formaldehit soliisyonunda
48 saat tespit edilip, rutin doku takip islemleri sonunda parafin bloklara gomiildii. Her
bloktan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinip histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan
preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 151k mikroskobu ile incelendi (Olympus
BX 51, JAPONYA). Kesitler histopatolojik 6zelliklerine gére yok (-), hafif (+), orta (++)
ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

3.7. Immunohistokimyasal incelemeler

Immunoperoksidaz inceleme igin adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alman doku
kesitleri deparafinize ve dehidre edildi. Ardindan % 3’liik H202’de 10 dk tutularak
endojen peroksidaz inaktive edildi. Daha sonra dokular %1°’lik antijen retrieval (sitrat
buffer (pH+6.1) 100X) soliisyonunda kaynatildi ve oda 1sisinda sogumaya birakildi.
Dokularda nonspesifik zemin boyanmasini dnlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk
inkiibasyona birakildi. Ardindan dokulara primer antikor (8-OHdG Kat No: sc-66036,
Sulandirma Orani: 1/100, US; BAX Kat No: sc-7480, Sulandirma Orani1: 1/100, US; Bcl-
2 Kat No: sc-7382, Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip kullanim talimatlarina
uygun inkiibe edildi. Dokularda kromojen olarak 3-3° Diaminobenzidine (DAB)
kromojeni kullanildi. Boyanan kesitler 151k mikroskobu (Zeiss AXIO ALMANYA) ile
incelendi.

3.8. Immunfloresans incelemeler

Immunoperoksidaz inceleme igin adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan doku
kesitleri, deparafinize ve dehidre edildi. Ardindan % 3’lik H2O>’de 10 dk tutularak
endojen peroksidaz inaktive edildi. Daha sonra dokular %1’lik antijen retrieval (sitrat
buffer (pH+6.1) 100X) soliisyonunda kaynatildi ve oda 1sisinda sogumaya birakildi.

Dokularda nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk
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inkiibasyona birakildi. Ardindan dokulara primer antikor (Nrf2 Kat No: ab89443,
Sulandirma Orani: 1/100, UK; Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) Kat No: ab225720,
Sulandirma Orani: 1/100, UK) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe edildi.
Sekonder isaretleyici olarak immunfloresans sekonder antikor kullanilip (FITC Cat No:
ab6785 Diltient Orani: 1/1000) karanlik ortamda 45 dk. bekletildi. Ardindan dokulara
ikinci primer antikor (HO1 Kat No: ab189491, Sulandirma Orani: 1/100, UK; Protein
kinaz B (p-AKT) Kat No: ab8805, Sulandirma Orani: 1/100, UK) damlatilip kullanim
talimatlarina uygun inkiibe edildi. Sekonder isaretleyici olarak immunfloresans sekonder
antikor kullanilip (Texas Red Cat No: ab6719 Diliient Orani: 1/1000 UK) karanlik
ortamda 45 dk bekletildi. Daha sonra kesitlere mounting medium’lu DAPI (Kat no:
D1306 Sulandirma Orani: 1/200 UK) damlatilip 5 dk karanlik ortamda bekletildikten
sonra kesitler lamel ile kapatildi. Boyanan kesitler floresans atagmanli mikroskopta
incelendi (Zeiss AXIO ALMANYA).

3.9. Istatistiksel Analiz

Histopatolojik incelemelerde istatistiksel analiz i¢gin SPSS 13.0 programi
kullanild1 ve p<0.05 anlamli kabul edilerek veriler degerlendirildi. Gruplar arasi
karsilastirilmada Duncan testi kullanildi. Grup etkilesiminin saptanmasinda non
parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar arasindaki farkliliklart belirlenmesi igin Mann
Whitney U testi kullanildi.

Immunohistokimyasal ve immunfloresan  boyamalar sonucu elde edilen
sekillerden pozitif boyanmalarin yogunlugunu belirlemek amaciyla; her sekilden 5 adet
rastgele alan secildi ve ZEISS Zen Imaging Software programinda degerlendirmeleri
yapildi. Veriler, alan %'si i¢in ortalama ve standart sapma (ortalama+SD) cinsinden
istatistiksel olarak tanimlandi. Pozitiflik veren immiinoreaktif hiicreleri ve immiinopozitif

boyanmis alanlar1 saglikli kontrollerle karsilastirmak i¢in one-way ANOV A ve ardindan
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Tukey testi yapildi. Test sonucunda p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi ve veriler
ortalama + SD olarak sunuldu.

Bu arastirma sonunda elde edilen kantitatif degerler GraphPad Prism 8.0.1
istatistik veri programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde
kullanilan one-way ANOV A sonras1 Tukey testi uygulanarak degerlendirildi. Alfa degeri

p<0.05 ise anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Canh ve Karaciger Agirhklar1 Uzerine Doksorubisin ve
Naringinin Etkileri

DOX ile indiiklenen karaciger hasari modelinde elde edilen baslangi¢ canli
agirliklari, final canli agirliklart ve karaciger agirliklart degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel bakimdan farkin olmadig: belirlendi (p>0.05).

Tablo 4.1. Deneysel gruplarda ratlarin baglangig canli agirliklari, final canli agirliklart ve
karaciger agirliklar tizerine DOX ve NA etkileri

Kontrol DOX NA50+DOX NA100+DOX NA100

Baslangi¢
Canli Agirhk 277+14,92 272+15,992 276+17,852 277+13,462 27749,932
(gr)
Final Canh

29542242 288+16,60? 289+8,82 286+19,402 301+14,278
Agirhik (gr)
Karaciger
Agirhiklarn 12,03£1,42 10,85+1,12 11,15+0,62 11,83+0,82 11,99+1,42
(gr)

Aymi stitundaki gruplar arasinda farkly harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel anlamda
farkhihiklar bulunmaktadir (p>0.05).

4.2. Doksorubisin ile Indiiklenen Hepatotoksisitede Karaciger Enzimleri
Uzerine Naringinin Etkileri

Tablo 4.2°de goriildiigi gibi DOX ve NA50+DOX gruplarindan elde edilen serum
ALP, AST, ALT ve LDH diizeyleri Kontrol ile karsilagtirildiginda aralarinda istatistiki
bakimdan (p<0.01) diizeyinde anlamli oldugu gézlendi. NA100+DOX grubundan elde
edilen ALP ve ALT degeri Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
(p<0.05) diizeyinde; AST degerinin ise (p<0.01) diizeyinde farkli oldugu belirlendi.
NA100 grubundan elde edilen ALP, AST, ALT ve LDH diizeyleri ile kontrol grubundan
elde edilen degerler karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bakimdan fark olmadigi

saptandi1 (p>0.05). NA50+DOX, NA100+DOX ve NA100 gruplarindan elde edilen LDH
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diizeyleri ile kontrol grubundan elde edilen degerler karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak fark bulunmadig goriildii (p>0.05).

Tablo 4.2. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede karaciger enzim diizeyleri ilizerine
NA’nin etkileri (n=10).

Deney Gruplarni ~ ALP (U/L) AST (U/L) ALT (U/L) LDH(U/L)

Kontrol 83,00+13,55¢ 135,50+28,852 26,00+4,532 1408,76+85,43 2
DOX 277,80+26,91° 384,06+83,05°P 122,00+19,38"P 1685,40+76,63 P
NA50+DOX 218,40+43,83 P 348,44+66,30° 72,80+15,59 ¢ 1545,78+61,862
NA100+DOX 133,80+32,87¢ 288,10+77,43 P 51,00+18,10 1436,84+90,352
NA100 108,00+36,06 2 133,12+18,96 39,40+9,76 2 1411,40+76,942

Aynu siitundaki gruplar arasinda farkli harflerle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel olarak
farkhiliklar bulunmaktadir. (ALP; #°p<0.01, ¢ ¢bp<0.05, AST; *p<0.01, ALT; 2Pp<0.01, ¢ cd-b c-b, ad-
bp<0.05, LDH; Pp<0.01, n=10)

4.3. MDA ve GSH Seviyeleri ile SOD, GPx ve KAT Aktiviteleri Uzerine
Doksorubisin ve Naringinin Etkileri

Sekil 4.1°de goriildiigli gibi DOX grubunda MDA diizeyi, kontrol grubuna gore
daha yiiksek bulundu ve aralarinda istatistiksel olarak (p<0.01 diizeyinde fark goriildii.
NA50+DOX grubunda bu fark (p<0.05) diizeyinde saptandi. NA100+DOX ve NA100
gruplarinda MDA diizeyinin, kontrol grubu ile benzer oldugu belirlendi.

Karaciger SOD aktivitesinin DOX ve NA50+DOX gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla onemli diizeyde azaldigi (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX ve DOX gruplari
arasinda farklilik olmadigi (p>0.05) goriildii. NA100+DOX grubunda SOD aktivitesinin
kontrol ve NA100 gruplarindan diisiik, DOX ve NA50+DOX gruplarindan ise 6nemli

diizeyde yiiksek (p<0.05) oldugu tespit edildi (Sekil 4.2).
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MDA (nmol/ml)
i

Sekil 4.1. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede MDA seviyesi lizerine NA’ nin
etkisi (*°p<0.01, ¢ bp<0.05).
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Sekil 4.2. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede SOD aktivitesi iizerine NA’nin
etkisi (¢°p<0.01, #° Pp<0.05).

63



Karaciger GPx aktivitesinin DOX ve NA50+DOX gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla onemli diizeyde azaldigi (p<0.05) belirlendi. NASO+DOX grubunda GPx
aktivitesinin DOX ve NA100+DOX gruplar1 ile benzer oldugu (p>0.05) gorildii.
NA100+DOX grubunda SOD aktivitesinin kontrol ve NA100 gruplarindan diisiik, DOX

grubundan ise 6nemli diizeyde yiiksek (p<0.05) oldugu tespit edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede GPx aktivitesi lizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01, & ¢ bp<.05).
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Karaciger GSH diizeyinin DOX, NAS5S0+DOX ve NA100+DOX gruplarinda
kontrol ve NAL100 grubuna kiyasla onemli diizeyde azaldigi (p<0.05) belirlendi.
NA100+DOX grubunda GSH seviyesinin DOX ve NA50+DOX gruplarina gére 6nemli

diizeyde arttig1 (p<0.05) goriildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede GSH seviyesi iizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01, ¢ b°p<0.05).
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Karaciger KAT aktivitesinin DOX, NA50+DOX ve NA100+DOX gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla ciddi diizeyde azaldigi (p<0.05) belirlendi. NA100+DOX
grubunda KAT aktivitesinin DOX ve NA50+DOX gruplarina gore onemli diizeyde
yiiksek oldugu (p<0.05) tespit edildi Kontrol grubu ile NA10O grubu KAT aktivtesinin

farklilik arz etmedigi (p>0.05) belirlendi (Sekil 4.5)..

ac

30— ¢
E T
E
g 20— 'll)'
3

10

0- |

T
3
& QQAV o& QQAV v@
‘&'Q Q)< Q>( é
SN
S &

Sekil 4.5. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede KAT aktivitesi lizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01, &% b€ b2p<(.05).

66



4.4. Doksorubisin ile Indiiklenen Hepatik Inflamasyonda Naringinin Etkileri
Yapilan bu ¢alismada DOX ve NA uygulanan ratlarda inflamasyon parametreleri
deney gruplari arasinda degerlendirildi. TNF-a diizeyinin DOX grubunda diger gruplara
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. NA’nin, TNF-a diizeyindeki
artis1 doza bagimli sekilde onledigi (p<0.05) tespit edildi. NA50+DOX, NA100+DOX

ve NAI100 gruplarinda TNF-a seviyesinin kontrol grubuna benzer oldugu (p>0.05)

goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede TNF-a seviyesi tizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01).
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IL-1P seviyesinin DOX grubunda kontrol, NA100+DOX ve NA100 gruplarina
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX grubunda IL-
1B seviyesinin DOX grubuna gore azaldig1 ancak istatistiksel dnemli olmadigi (p>0.05)
tespit edildi. NA100+DOX ve NA100 gruplarinda IL-1p seviyesinin kontrol ile yakin

oldugu (p>0.05) gorildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede IL-1[ seviyesi lizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01).
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IL-6 diizeyinin DOX grubunda diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek
oldugu (p<0.05) belirlendi. NA’nin her iki dozu, IL-6 seviyesinde DOX kaynakli artisi
onemli diizeyde (p<0.05) 6nledi. Tedavi gruplart ve NA100 grubunda IL-6 seviyesinin,

kontrol grubundan farklilik arz etmedigi edildi (p>0.05) tespit (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede IL-6 seviyesi iizerine NA ’nin
etkisi (*°p<0,01).

69



DOX, NA50+DOX ve NA100+DOX gruplarinda IL-4 diizeyinin, kontrol ve
NA100 gruplarina kiyasla anlamli diizeyde azaldig1 (p<0.05) tespit edildi. NA50+DOX
grubunda IL-4 seviyesi DOX grubundan farklilik arz etmezken (p>0.05), NA100+DOX
grubunda DOX grubundan anlamli diizeyde yiiksek (p<0.05) bulundu. NA100 grubunda

ise IL-4 seviyesinin kontrol ile benzer oldugu (p>0.05) belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede IL-4 seviyesi iizerine NA ’nin
etkisi (*°p<0.01, ¢ P°p<0.05).
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DOX ve NA50+DOX gruplarinda IL-10 diizeyinin, kontrol ve NA100 gruplarina
kiyasla anlamli diizeyde azaldigi (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX grubunda IL-10
seviyesi DOX grubu ile farklilik arz etmezken (p>0.05), NA100+DOX grubunda IL-10
seviyesi DOX grubundan anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05). IL-10 seviyesinin
NA50+DOX ile NA100+DOX ve kontrol ile NA100 gruplar1 arasinda farklilik arz

etmedigi (p>0.05) tespit edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede IL-10 seviyesi lizerine NA nin
etkisi (*°p<0.01, & %°p<0.05).
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NF-kB seviyesinin DOX ve NA50+DOX grubunda kontrol, NA100+DOX ve
NA100 gruplarina kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) tespit edildi.
NA50+DOX grubunda NF-kB seviyesi DOX grubuna gore daha diistiktli ancak
istatistiksel onem arz etmedigi (p>0.05) belirlendi. NA100+DOX ve NA100 gruplarinda

NF-kB seviyesinin kontrol ile benzer oldugu (p>0.05) goriildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede NF-kB seviyesi lizerine
NA’nin etkisi (#?p<0.01)
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IFN-y seviyesinin DOX ve NA50+DOX grubunda kontrol ve NA100 gruplarina
kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) tespit edildi. NA50+DOX grubunda
IFN-y seviyesi DOX grubuna gore daha diisiiktli ancak istatistiksel 6nem arz etmedigi
(p>0.05) belirlendi. NA100+DOX grubunda IFN-y seviyesinin DOX grubundan anlamli
diizeyde diisiik oldugu (p<0.05) goriildii. NA100 grubunda IFN-y seviyesinin ise kontrol

ile benzer oldugu (p>0.05) belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede IFN-y seviyesi lizerine NA’nin
etkisi (*°p<0.01, &b¢ ac-b. beach<() 05),
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4.5. Doksorubisin ile indiiklenen Hepatotoksisitede PPAR-y, COX-2 ve eNOS
Seviyeleri Uzerine Naringinin Etkileri

DOX ve NAS0+DOX gruplarinda PPAR-y seviyesinin, kontrol, NA100+DOX ve
NA100 gruplarina kiyasla anlamli diizeyde azaldig1 (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX
grubunda PPAR-y seviyesi DOX grubu ile farklilik arz etmezken (p>0.05), NA100+DOX
grubunda PPAR-y seviyesi DOX grubundan onemli diizeyde yiiksekti (p<0.05) ve
NA100+DOX ve NA100 gruplarinda kontrol ile benzer oldugu (p>0.05) tespit edildi

(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede PPAR-y seviyesi lizerine
NA’nm etkisi (¢°p<0.01).
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DOX ve NA50+DOX gruplarinda COX-2 diizeyinin kontrol ve NA100 gruplarina
kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX grubunda COX-
2 seviyesi DOX grubuna gore daha disiiktii ancak istatistiksel 6nem arz etmedigi
(p>0.05) tespit edildi. NA100+DOX grubunda COX-2 seviyesinin DOX grubundan
anlaml diizeyde diisiik oldugu (p<0.05), NA50+DOX grubu ile farklilik arz etmedigi
(p>0.05) goriildii. COX-2 diizeyinin kontrol, NA100+DOX ve NA10O gruplari arasinda

benzer oldugu (p>0.05) belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede COX-2 seviyesi iizerine
NA’nm etkisi (3°p<0.01, ¥ &Pp<0.05).
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Karaciger dokusu eNOS diizeyleri gruplar arasi degerledirildiginde, DOX,
NAS50+DOX ve NA100+DOX gruplarinda eNOS diizeyinin kontrol ve NA100 gruplarina
kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) belirlendi. NA50+DOX grubunda eNOS
diizeyi DOX grubu ile benzerken, NA100+DOX grubunda DOX grubundan anlamli
diizeyde diisiik oldugu gorildii. COX-2 seviyesi DOX grubuna gore daha diistiktii ancak
istatistiksel onem arz etmedigi (p>0.05) tespit edildi. Tedavi gruplar1 ile NA100 ve
kontrol ile NA100 gruplar arasinda anlamli farklilik olmadigi (p>0.05) tespit edildi

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede eNOS seviyesi lizerine NA’nin
etkisi (¢°p<0.01, ¢ &€ ¢Pp<0,05).
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4.6. Doksorubisin ile Indiiklenen Hepatototksisitede Kaspaz-3 Seviyesi

Uzerine Naringinin Etkileri

Kaspaz-3 seviyesinin DOX ve NA50+DOX gruplarinda kontrol, NA100+DOX ve
NA100 gruplarina kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05) saptandi.
NA50+DOX ve NA100+DOX gruplarinda Kaspaz-3 seviyesinin DOX grubuna kiyasla
doza bagimli sekilde azaldigi belirlendi. NA100+DOX ve NA100 gruplarinda Kaspaz-3

diizeyinin kontrol grubundan farklilik arz etmedigi tespit edildi. (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. DOX ile indiiklenen hepatotoksisitede Kaspaz-3 Diizeyi lizerine
NA’nin etkisi (3°p<0.01, % p<0.05).
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4.7. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarindaki ratlarin  karaciger dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde; kontrol ve NA100 gruplarinda dokularin normal histolojik yapida oldugu
gozlendi (Sekil 4.16). DOX grubunda, hepatositlerde siddetli dejenerasyon ve nekroz,
damalarda siddetli hiperemi ve siniizoidlerde siddetli dilatasyon tespit edildi (Sekil 4.16).
NA50+DOX grubunda, hepatositlerde orta siddette dejenerasyon ve hafif nekroz ile
birlikte damalarda siddetli hiperemi ve siniizoidlerde orta diizeyde dilatasyon saptandi
(Sekil 4.16). NA100+DOX grubunda, hepatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon,
damalarda orta siddette hiperemi ve siniizoidlerde hafif dilatasyon goriildii (Sekil 4.16).
DOX grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit edildi.
Histopatolojik bulgular Tablo 4.3°de 6zetlendi.

Tablo 4.3. Karaciger dokularinda histopatolojik bulgular ve skorlanmasi

Deney Hepatositlerde Hepatositlerde Damarlarda  Siniizoidlerde
Gruplan dejenerasyon nekroz hiperemi dilatasyon
Kontrol - - - -

DOX +++ +++ +++ +++
NA50+DOX ++ + +++ ++
NA100+DOX + - ++ +
NA100 - - - -

(-) yok, (+) hafif, (++) orta ve (+++) siddetli olarak degerlendirildi.
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4.8. immunohistokimyasal Bulgular

Deney gruplarindaki ratlarin karaciger dokulari immunohistokimyasal boyama
yontemi ile incelendiginde, kontrol ve NA100 gruplarinda dokularinda 8-OHdG, BAX
ve Bcl-2 ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.16). DOX grubunda,
hepatositlerde siddetli diizeyde intrasitoplazmik 8-OHdG ve BAX ve ¢ok hafif seviyede
Bcl-2 ekspresyonlari saptandi (Sekil 4.16). NA50+DOX grubunda, hepatositlerde orta
siddette intrasitoplazmik 8-OHdG ve BAX ve hafif seviyede Bcl-2 ekspresyonlari
gozlendi (Sekil 4.16). NA100+DOX grubunda, hepatositlerde hafif diizeyde
intrasitoplazmik 8-OHdG ve BAX ve orta diizeyde seviyede Bcl-2 ekspresyonlari goriildii
(Sekil 4.16). Immunohistokimyasal bulgularin verileri ve istatistiksel analizleri Tablo
4.4°de sunuldu.

Tablo 4.4. Karaciger dokularinda immunohistokimyasal bulgular ve istatistiksel analiz
verileri

Deney Gruplari 8-OHdG Bcl-2 BAX

Kontrol 20.8+0.312 23.96+1.782 18.91+0.382
DOX 81.33+£2.91° 24.99+1.6 73.59+2.33°
NA50+DOX 52.92+1.89¢ 37.11+1.83° 63.75+1.57°
NA100+DOX 32.73+1.25¢ 57.21£2.33¢ 29.19+0.76°
NA100 20.45+0.59° 25.39+1.18° 19.02+0.452

a,b,c,d; ayni stitunda bulunan farkly harfler istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) ifade eder.
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NA100+Dox  NAS50+Dox

NA100

Sekil 4.16. Karaciger dokusu, hepatositlerde dejenerasyon (ok) ve nekroz (ok basi),
H&E, 8-OHdG, Bcl-2 ve BAX immunpozitiflikleri (ok basi), IHC-P, Bar:40um.
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4.9. immunfloresan Bulgular

Deney gruplarindaki ratlarin karaciger dokulart immunfloresan boyama yontemi
ile incelendiginde; kontrol ve NA100 gruplarinda Nrf2, HO-1, PI3K ve p-AKT
ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.17 ve 4.18). DOX grubunda,
hepatositlerde ¢ok hafif seviyede Nrf2 ve HO-1 ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 4.17).
Yine hepatositlerde siddetli seviyede PI3K ve p-AKT ekspresyonlari saptandi (Sekil
4.18). NA50+DOX grubunda, hepatositlerde hafif diizeyde Nrf2 ve HO-1 ekspresyonlari
goriliirken (Sekil 4.17), orta diizeyde PI3K ve p-AKT ekspresyonlar tespit edildi (Sekil
4.18). NA100+DOX grubunda, hepatositlerde orta siddette Nrf2 ve HO-1 ekspresyonlari
saptanirken (Sekil 4.17), hafif diizeyde PI3K ve p-AKT ekspresyonlar1 gézlendi (Sekil
4.18). Immunofloresan bulgular ve istatistiksel analiz verileri Tablo 4.5°de sunuldu.

Tablo 4.5. Karaciger dokularinda immunfloresan bulgular ve istatistiksel analiz verileri

Deney Nrf2 HO-1 PI3K p-AKT
Gruplar

Kontrol 22.81+1.592 20.49+1.482 22.82+0.582 20.57+0.692
DOX 20.12+1.392 21.93+1.652 87.59+3.13P 81.59+2.48P
NA50+DOX 33.03+0.97° 33.11+1.23P 58.61+1.99¢ 55.93+1.81¢
NA100+DOX 60.6+2.19¢ 65.38+2.91°¢ 35.69+1.33¢ 37.66:+0.944
NA100 20.92+1.382 20.27+1.592 23.3+0.712 21.03+0.82

a,b,c,d; ayni stitunda bulunan farkly harfler istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) ifade eder.
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NA100+Dox NA50+Dox Dox

NA100

FITC DAPI TEXAS RED MERGE

Sekil 4.17. Karaciger dokusu, Nrf2 immunpozitiflikleri (FITC) ve HO-1
immunpozitiflikleri (Texas Red), IF, Bar:50um.
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NA100+Dox  NA50+Dox Dox Kont

NA100

FITC DAPI TEXAS RED MERGE

Sekil 4.18. Karaciger dokusu, PI3 Kinase immunpozitiflikleri (FITC) ve p-AKT
immunpozitiflikleri (Texas Red), IF, Bar:50pum.
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5. TARTISMA

DOX, antrasiklin grubu bilesikler smnifina ait, lenfoma, 16semi, akciger
karsinomlar1, gogiis, yumurtalik ve tiroid gibi ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in
yaygin olarak kullanilan kemotdropatik bir ilagtir.>321 Streptococcus peucetius susundan
elde edilmistir. DOX genis bir terapotik indeks spektrumuna sahiptir,® akut ve subakut
dozlarda hepatotoksisiteyi indiikledigi bildirilmektedir.® Hepatotoksisiteye neden olan
DOX ile ilgili molekiiler mekanizmalar, esas olarak; ilacin karacigerdeki metabolizmasi
sirasinda ROS iiretilmesinden kaynaklanir. Bu da oksidatif strese, diisiik antioksidan
enzim seviyelerine, apoptosise, inflamasyona ve mitokondriyal disfonksiyona yol acan
dengesiz redoks potansiyeline neden olur.”® Antikanser ilaglarin organ ve dokular
tizerindeki yan etkilerini minimum diizeyde tutmak amaciyla dogal etken maddeler
lizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir.?>16217.218 Antioksidan ozellikleri iyi bilinen
biyoflavonoidlerden olan NA iiziim ve birgok turunggil meyvesinin temel ve aktif

30 anti-

flavanon glikozitidir.?#? NA’nin, anti-oksidatif?® anti-kanser,® anti-iilser,
inflamatuar, anti-apoptotik ve hipo-lipitemik gibi birgok aktif farmakolojik ozellige
sahiptir.3 NA, lipofilik yapida oldugundan hiicre zarina kolayca baglanip serbest
radikallerin olusumunu en aza indirger ve bdylece hiicre zarini korur.> NA’nmin hem in
vitro hem de in vivo calismalarda pek¢ok doku flizerine protektif etkilerinin oldugu
bildirilmektedir 2432:219-221

Yapilan bir ¢calismada DOX uygulamasina bagli olarak olusan karaciger hasari
modelinde total viicut ve karaciger agirliklar degismistir. Bu ¢aligmada DOX gruplarinda
viicut agirliklar1 azalirken, karacigerin tiim viicuda olan oram artmustir.??? Ancak bizim

yaptigimiz ¢alismada hem viicut agirliginda hem de karaciger agirliginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak farkin bulunadigi belirlendi.
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Karaciger enzimleri olarak bilinen AST, ALT ve ALP karaciger dis1 organlarda
da bulunmaktadir. Ozellikle AST kalp kas1, diger cizgili kaslar, akciger, eritrositler gibi
bir¢cok baska dokuda bulunup, bu dokularin bozukluklarinda da yiikselmektedir. ALP ise
kemik, plasenta ve bagirsak gibi organlarda da yer alir ve bunlarla ilgili bozukluklarda da
yiikselme gosterir. Egzersiz, viicut kitle indeksi yiiksekligi ve yasla degisim gosterirler.
Karaciger enzimleri baz1 fizyolojik durumlarda da degisme gosterebilir. Ornegin ALP ve
LDH gebelikte ve hizli biliylime caglarinda yiikselme gosterebilmektedir. Karaciger
fonksiyon testi olarak bilinen bircok enzim o6l¢iimii karacigerdeki hiicre harabiyeti
hakkinda bilgi vermektedir. Karacigerdeki akut veya kronik hasarlar ALP, AST, ALT ve
LDH serum diizeylerinde yiikselmeye yol acar.!®* DOX uygulamasma bagli olarak
gerceklesen ROS artis1 lipit peroksidasyonla beraber karaciger enzimlerininde kana olan
gecisini artirmaktadir.??® Hatta bir calisma da DOX uygulamasia bagl olarak serum
ALP, AST, ALT ve LDH diizeyleri ciddi oranda artis gdstermistir.??* Bizim yaptigimiz
calismada ise bu diizeyler DOX uygulamasina bagli olarak yilikselmistir. NA
uygulamarinda 6zellikle yiiksek dozda, DOX’un neden oldugu karaciger hasarini ve buna
bagl sekillenen ALP, AST, ALT ve LDH diizeylerini serumda kontrol seviyesinde
tutmaya yardimet olmus ve koruyucu etki gosterdigi goriilmiistiir.

DOX tedavisi ROS iiretimi yoluyla karaciger fonksiyon testlerinde artisa neden
olmasmin yaninda, oksidatif stresi de uyarmaktadir. Artan ROS iiretimi ayn1 zamdan
hiicrelerin membranindan bulunan lipitlerle tepkimeye girerek lipit peroksidasyon sonucu
bazi iiriinler meydana gelmektedir. Bu iiriinlerden biri de MDA dir.?%® Bununla birlikte
DOX, giiglii ROS tiirlerinin olusumu nedeniyle GSH, SOD, GPx ve KAT gibi
antioksidanlarin seviyesini diisiiriir ve boylece savunma mekanizmasinin aktivitesini
inhibe eder.1%1? Oksidatif strese kars1 organizmanin savunma mekanizmalar (antioksidan

mekanizmalar) yetersiz kaldiginda, hiicrelerde oksidatif hasar geliserek hiicresel
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fonksiyonlarda onemli aksakliklar meydana gelebilmektedir.®*®!%" ROS’un diisiik
miktarlarda olmasi aslinda hiicresel metabolizma i¢in ¢ok Onemlidir, fakat yiiksek
miktarlarda olmasi hiicre i¢in asir1 oksidatif stres yaratabilir ve hiicreler i¢in 6limciil
olabilir. Hepatotoksisiteye neden olan DOX ile ilgili molekiiler mekanizmalar, esas
olarak; ilacin karacigerdeki metabolizmasi sirasinda ROS iiretilmesinden kaynaklanir. Bu
da oksidatif strese, diisiik antioksidan enzim seviyelerine, apoptosise, inflamasyona ve
mitokondriyal disfonksiyona yol acan dengesiz redoks potansiyeline neden olur.”®
Antioksidan enzimler serbest radikalleri indirgeyerek olusacak hasari 6nlemede rol
oynar.*® Bunlar serbest radikalleri tutarak veya daha zayif yeni bir molekiile
dontistiirerek aktivitelerini azaltir veya serbest radikalleri kendilerine baglayarak etki
gosterirler.’** ROS’un azaltilmasinda rol oynayan en dnemli enzimatik antioksidanlar
GSH, SOD, GPx ve KAT’dir.140145146 Hem artan MDA diizeyi hemde antioksidan
savunma sistemine verdigi zarar DOX uygulamasina bagl hiicrelerde ki toksik etkileri
gostermektedir. Bir ¢alismada DOX uygulamasinin karaciger dokusunda antioksidan
savunma sistemini azaltmasmin yaninda MDA diizeyinde de artislarda neden oldugu
gdstermistir.??® Bizim yaptigimiz ¢alismada ise DOX uygulamasina bagl olarak MDA
diizeyi artarken, antioksidan savunma sisteminden gorevli GSH, GPx, SOD ve KAT
diizeyi ciddi orandan azalmigtir. DOX ile birlikte NA uygulamasi 6zellikle yiiksek dozda
bu toksik etkileri onemli 6l¢lide azaltmistir.

DOX uygulamasina bagl olarak sekillenen ROS artis1 oksidatif stresi ve bu yolla
da inflamasyonun uyarmaktadir. Oksidatif stres ile inflamasyon arasinda dogrudan bir
iliski bulunmaktadir. TNF-a, polipeptit yapiya sahip kasektin olarakta adlandirilan sitokin
ailesi {iyesidir.’®® Temel olarak lipit metabolizmasinda gorev alir. Tiimér hiicrelerini
etkileyen ve immun cevap olusumunda prohormon olarak membranla biitiinlesmis halde

bulunmaktadir. TNF-o makrofaj ve lenfosit gibi savunma hiicrelerinde
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sentezlenmektedir.’®! TNF-o ve IL-1p gibi LPS tarafindan indiiklenen proinflamatuar
sitokinlerin, inflamatuar hastaliklarin siirecinde 6nemli bir rol oynadigi iyi bilinmektedir.
NF-kB, inflamatuar yanitlara, bagisiklik ve stres yanitlarina aracilik etmede
transkripsiyonel diizenleyicinin énemli bir roliinii oynar ve apoptozu, proliferasyonu,
farklilasmay1r ve gelismeyi diizenler. Interferonlar, immiin sistem diizenleyici
fonksiyonlara sahip sitokin ailesi iiyesindendir. IFN-y alloantijenler, makrofajlar1 aktive
edici faktor olarakta bilinen sitokin ailesinin bir iiyesi olan proteindir. IFN-y, az miktar1
sitoksik lenfositler ve NK hiicreleri tarafindan, daha fazla miktar1 ise Thl hiicreleri
tarafindan sentezlenerek, dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemlerinde 6nemli gorevleri
mevcuttur. IFN-y sinyali, dogal bagisiklik hiicrelerini aktive etme islevine ek olarak, T
hiicresi gelisiminde de rol oynamaktadir.!®® IL-4, Th2 sitokinlerinin prototipik bir
tiyesidir ve gliclii antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Proinflamatuvar sitokinlerin
{iretimini ve etkisini azaltir.181%° |L-10, Th2(T-helper2) hiicreri tarafindan iiretilen ve
ThI’in aktive etmis oldugu pro-inflamatuar sitokinlerin {retimini inhibe eden
sitokindir.1® IL-10'un kendisi proinflamatuar yanitlar1 baskilayarak inflamasyonun neden
oldugu doku hasarmi &nleyebilir.!™ IL-6’m hiicre siklusunun devami ve apopitoz
inhibisyonunda yeri oldugu bilinmektedir. Otoimmun hastaliklar ile kanser gibi
hastaliklarin patogenezinde IL-6 iiretiminde bozukluklarin da etkisi mevcuttur.?%
Peroksizom proliferatorii sayesinde aktif duruma gelen reseptér gama PPAR-y, niikleer
hormon reseptorii siiper ailesine ait olan, ligandla aktive olan bir transkripsiyonel faktor
olarak bilinir. PPAR-y’nin, bagisiklik tepkileri, redoks dengesi, yag asidi oksidasyonu,
glikoz homeostazisi, gibi c¢esitli sinyal aglarinda birgok genin ekspresyonunu veya
aktivitesini etkiledigi bilinmektedir.”> NOS izoformlarinin insan tiiméor hiicre hatlarmda
ve solid tiimér dokularinda mevcut oldugu bildirilmistir. eNOS, Ca?* bagimli bir enzimdir

ve ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunmustur. eNOS'un kan basinci, trombosit
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agregasyonu, 1okosit aderansi1 ve vaskiiler diiz kas hiicre mitogenezi ve anjiyogenezi
regiile ettigi gosterilmistir.!’® Aksine, COX-2, mitojenler, bityiime faktorleri ve sitokin
dahil olmak tizere inflamatuvar uyaranlara yanit olarak indiiklenir. Artan kanitlar, COX-
2 diizeylerinin karaciger, kolon, prostat, safra kesesi, akciger, deri ve jinekolojik kanser
gibi ¢esitli malignitelerde yiikseldigini gostermistir.’®® Bu gibi etkileri bulunan
proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler hiicre iginde inflamasyonun sekillenip
sekillenmedigi hakkinda bilgi vermektedir. Yapilan bir calismada DOX uygulamasina
bagli olarak NF-kB, TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeyleri karaciger dokusunda artmustir.
Yapilan farkli bir calismada ise IL-4 ve IL-10 diizeyleri DOX uygulamasina bagli olarak
azaldig1 gozlenmistir. Ghadha ve ark. (2022) yaptiklar: bir ¢aligmada ratlara uygulanan
DOX sonucu karaciger dokusunda TNF-a, NF-kB ve IFN-gamma diizeyleri ciddi oranda
artmistir.??® Pakravan ve ark (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada DOX uygulamasina baglh
olarak PPAR-gamma diizeyleri ciddi oranda azalmistir.??” Akin ve ark. (2021) yilinda
yaptiklari bir caligmada ratlara uygulanan DOX sonra s1 karaciger dokusunda
inflamasyon olustugu ve buna bagli olarak ENOS diizeyini yiikseldigi gdzlenmistir.??®
Wali ve ark. (2020) yaptiklar bir calismada DOX uygulamasina bagl olarak karaciger
dokusunda COX-2 diizeyinin yiikseldigi tespit edilmistir.??® Bizim yaptigimiz ¢alismada
ise DOX uygulamasina bagli olarak sekillenen doku hasarinda TNF-a, IL-1B, IL-6 NF-
kB, IFN-gamma, COX-2 ve eNOS diizeyleri ciddi oranda artarken, anti-inflamatuvar olan
IL-4, IL-10 ve PPAR-gamma diizeyleri azalmistir. NA uygulamasi DOX kaynakli
karaciger dokusunda artan pro-inflamatuvar sitokinleri ve azalan anti-inflamatuvar
sitokinleri 6nemli 6l¢iide kontrol seviyesine getirmistir.

DOX’un karacigerde meydana getirdigi hasar hiicre i¢inde artan ROS’la iligkilidir.
ROS artis1 oksidatif stresi indiiklemekte ve dolayisiyla inflamasyona neden olmaktadir.

Inflamasyon daha sonra hiicre iginde apoptoza sebep olmaktadir. Apoptoz
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belirteglerinden birisi de caspase-3 diizeyidir. Yapilan bir ¢calismada DOX uygulamasina
bagl olarak karaciger dokusunda apoptoz belirteci olan kaspaz-3 diizeyinin arttigi
gozlenmistir.?® Bizim yaptigimiz calismada ise kaspaz-3 diizeyi DOX uygulamasina
bagli olarak artt1 ve NA uygulamasi bu diizeyi 6nemli 6lglide azaltti.

Antrasiklin grubu ajanlarin hiicre hasarma yol acacak sekilde hiicrelerin
makromolekiilleri ile etkilesime giren ROS olusturmak i¢in molekiiler oksijen ile
reaksiyona girerek semikinon radikal ara {riinii olusturdugu bilinmektedir DOX
uygulanan ratlarin karaciger dokularinda meydana gelen histopatolojik degisiklikler;
DOX’dan olusan reaktif ara {iriiniin (DOX semikinon) neden oldugu artan oksidatif strese
bagli olabilir. DOX ile birlikte NA uygulanmasinin bu histopatolojik degisiklikleri
azaltmasimminin ve karacigerdeki hasar1 biiyilk oranda iyilestirmesinin, NA’nin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandigim diisiinmekteyiz.?*

Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda veya doku homeostazinin siirdiiriilmesinde
veya patolojik kosullar altinda veya yaslanmada ortaya ¢ikan programlanmis bir hiicre
olimii siirecidir. Apoptotik yolaklarda, Bel-2 ve Bax ilgili iki 6nemli proteindir. Bel-2,
anti-apoptotik 6zelliklere sahiptir ve Bax, pro-apoptotik iglevi ile bilinir. Yapilan bir
caligmada DOX uygulamasina bagli olarak anti-apoptotik olan Bcl-2 diizeyinin azaldigi,
pro-apoptotik olan Bax diizeyinin ise arttig1 belirlenmistir.?3! Bizim calismamizda ise
DOX uygulamasina bagli olarak Bax diizeyinin arttigi, Bel-2 diizeyinin ise azaldig
belirlendi. NA uygulamasi ise BAX diizeyini azaltarak ve BCL-2 diizeyini artirarak
karaciger hiicrelerinin hayatta kalmasimi sagladigir bu calismadan elde edilen verilerle
belirlendi.

DOX oksidatif stresi Nrf-2 gibi transkipsiyonla ilgili faktorleri inhibe ederek
gosterir.  Nrf-2  hiicresel redoks dengesini, antioksidanlarin kontrollerini ve

detoksifikasyon cevabini olusturmaktadir. Nrf-2 hiicre sitoplazmasindan ¢ekirdege
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gecerek HO-1 ekspresyonunu indiikler. Yapilan bir c¢alismada kimyasal madde
uygulamasi Nrf-2’nin baskilanmasina ve dolayisityla HO-1 diizeyinin baskilanmasina yol
actigin1  gostermislerdir. Antioksidan ajanlarin  kullanimi  Nrf-2-HO-1 yolaginin
aktivasyonuna neden oldugunu bulmuslardir. Bu koruyucu mekanizmanin baskilanmasi
hiicre iginde oksidatif stresi kolaylastirmaktadir.?®? Hiicrelerde apoptozun sekillenip
sekilenmedigini gosteren diger bir 6nemli mekanizma ise PI3K-AKT yolagidir. Bu yolak
hiicrenin strese girdigini ve apoptotik yolagin uyarildigin1 gostermektedir. Yapilan bir
caligmada DOX uygulamasina bagli olarak ratlarin kalp dokusunda PI3K-AKT yolaginin
uyarildigini gézlemlenmistir.** Bizim ¢alismamizda ise NA50+DOX ve NA100+DOX
uygulanan gruplarda PI3K-AKT yolaginin baskilandigi ve Nrf-2-HO-1 yolaginin ise
uyarildigr gorildii.

Hiicre i¢cinde artan ROS hiicre i¢inde oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu hasar
DNA iizerinde de kendini gostermektedir. DNA’da meydana gelen hasarin
belirteclerinden birisi de 8-OHdG’dir. Bu hasar yapilan bir calismada da DOX
uygulamasina bagli olarak karaciger dokusunda tespit edilmistir.?3* Aym sekilde bizim
yaptigimiz ¢aligmada da DOX uygulamasina bagli olarak karaciger dokusunda DNA
hasar belirteci olan 8-OHdG diizeyinin arttigi gozlemlenmistir. NA uygulanmasinin

DNA’da meydana gelen hasr1 engelledigi ve koruyucu etki gosterdigi belirlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amact DOX uygulanan ratlarin karaciger dokularinda meydana
gelen hasar1 saptamak ve NA uygulamasinin 2 farkli dozunun etkilerini belirlemektir. Bu
dogrultuda DOX uygulanan ratlarin karaciger dokularindan oksidatif stres, inflamasyon,
apoptozis ve DNA hasarinin nasil etkiledigini ve bu etkilere kars1t NA’nn koruyucu/tedavi
edici etkilerinin var olup olmadig arastirildi.

DOX uygulamasina bagl olarak karaciger dokusunda artan ROS hiicre iginde
MDA diizeyinin artmasina yol agti. Ayn1 zamanda artan ROS hiicre i¢inde anti-oksidan
savunma sisteminin elemanlarinin baskilanmasina yol acti. Bizim ¢alismamizda ise bu
parametreler DOX uygulamasina bagli olarak baskilandigi, NA’nin ise bu degerleri
artirarak koruyucu etki gosterdigi gozlendi.

Karaciger dokusunda oksidatif stres inflamasyona neden olmaktadir. Buna bagl
olarak DOX uygulanan ratlarin karacigerinde TNF-a, IL-1B, 1L-6, NF-kB, IFN-gamma,
COX-2 diizeylerinin arttigi NA uygulamanin ise olugsan bu inflamasyonu engelledigi
belirlendi. IL-4, IL-10 ve PPAR diizeyleri DOX uygulanan ratlarin karaciger dokusunda
azaldig1 belirlendi. NA uygulamasmin ise bu diizeyleri artirdigt ve koruyucu etki
gosterdigi belirlendi.

DOX uygulamasina bagli olarak endoteiyal hasar1 belirlemek amaciyla eNOS
diizeyi artt1. Bu diizey NA uygulanan grularin karacigerinde daha diistik diizeyde oldugu
ve koryucu etki gosterdigi saptandi.

DOX uygulamasina bagli olarak karaciger dokusunda apoptoz ile ilgili olarak Bax
ve Kaspaz-3 diizeylerini arttii, anti-apoptotik bir markir olan Bcl-2 diizeyinin ise
azaldig1 belirlendi. NA uygulamasinin ise bu diizeyleri kontrol seviyesinde tutmaya
yardimci oldugu goriildii.

DOX wuygulamasma baglh olarak karaciger dokusunda meydana gelen
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histopatolojik degisiklikleri NA uygulanmasinin azalttig1 ve karacigerdeki hasar1 biiyiik
oranda iyilestirdigi gosterildi.

Nrf-2/HO-1 hiicrelerde meydana gelen ROS artis1 ve oksidatif hasar sonucu
baskilanir. DOX uygulamasmma baglh olarak karaciger dokusunda bu yolaklarin
aktivasyonu azalmistir. NA uygulamasinin ise bu diizeyleri artirdig1 ve koruyucu etkiler
gosterdigi gozlemlenmistir.

PI3K-AKT yolagi ise hiicrelerde meydana gelen hasar1 géstermede ve apoptozun
uyarilmasinda onemlidir. DOX uygulanan grupta seviyesinin arttigi gozlendi. NA
uygulanan gruplarda ise azaldig1 belirlendi.

DOX uyugulamasma bagli olarak DNA hasar belirteci olan 8-OHdAG diizeyi
artmaktadir. NA uygulamasinin 6zellikle yiiksek dozunun koruyucu etki gosterdigi ve 8-
OHJG diizeyinin ciddi oranda azaldig1 belirlendi.

Bu tez ¢calismamiz DOX ile ilgili karaciger dokusunda meydana gelen hasarlarin
belirlenmesinde ve NA’nin protektif etkilerinin arastirilmasinda ve literatiirdeki boslugu
doldurmada yararli olacaktir. DOX’un ve NA’nin diger doku ve organlar {izerindeki

etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi yerinde olacaktir.
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