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OZET

Cyclophosphamide ile indiiklenmis Ratlarda Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
Uzerine Naringinin Protektif Etkileri

Amag¢: CYP antineoplastik alkilleyici bir ajan olup, cesitli malign tiimorlerin
tedavisinde sik sik kullanilmaktadir. CYP’nin yan etkileri baslica; renal toksisite,
hematopoetik depresyon, ve hemorojik sistitdir. Son zamanlarda antineoplastik ilaglarin
sitotoksik etkilerini azaltmak i¢in bazi bitkisel kokenli bilesiklerin kullanildigt
calismalarin sayisi artmaktadir. Bu bitkisel kokenli bilesiklerden birisi de naringindir.
Naringin siiper oksit siipiiriicii ve antioksidant etkiye sahip bir maddedir. Bu ¢alismada
siklofosfamid ile indiikklenmis ratlarda kan ve serum Orneklerinde naringinin
antioksidanlar ve serbest radikaller lizerine protektif etkileri arastirtlmistir.

Materyal ve Metot: Arastirmamizda yaklagik 200-250 g agirhiginda, 40 adet
erkek eriskin Sprague Dawley irki ratlar kullanildi. Her bir grupta yeterli doku
orneklerinin saglanabilmesi i¢in 8 rat kullanildi ve 5 grup olusturuldu.

Tiim hayvanlar standart bakim ve beslenme sartlarina tabi tutuldu. Grup 1’e 10
giin boyunca intra gastrik (i.g.) olarak serum fizyolojik (1 ml) verildi. Grup 2’ye 10 giin
boyunca i.g. serum fizyolojik verildi ve 10. Giin tek doz intra peritonal CYP (200
mg/kg) verildi. Grup 3 ve 4’e 10 giin boyunca sirastyla serum fizyolojikte ¢ozdiiriilmiis
50 ve 100mg/kg dozunda i.g. Naringin uyguland: ve 10. Giin Naringin enjeksiyonundan
sonra tek doz i.p. CYP (200 mg/kg) uygulamasi yapildi. Grup 5’e ise 10 giin boyunca
yalnizca serum fizyolojikte ¢cozdiiriilmiis 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin uygulandi.
CYP uygulamasindan 48 saat sonra yani deneyin 12. giinlinde ratlar tiopental sodyum
(20 mg/kg) ile anestezi altina alinarak intra kardiyak kan ornekleri alindi ve servikal
dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Ratlardan alinan kan o6rnekleri klot faktor
bulunan jelli tiiplere aktarilarak +4 °C de sogutmali santrifiijde 3500-4000rpm devirde
10 dk santrifiij edildi, elde edilen serum 6nekleri aligotlanarak analiz edilene kadar -80
°C de muhafaza edildi. Elde edilen kan ve serum 6rneklerinde Total Antioksidan, Total
Oksidan, Oksidatif stres indeksi, DNA hasar1 parametrelerine bakildi. Calismalar
sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik veri programinda ikiden
fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-way ANOVA sonrasi
Duncan testi uygulanarak degerlendirildi.

Bulgular: CYP’nin ratlarda oksidatif stresi artirdigi, antioksidanlar1 baskiladigi
ve DNA hasarina yol agtig: tespit edildi.

Sonu¢: Naringin’in farkli dozlarinin CYP’nin sebep oldugu oksidatif stresi
baskiladig1 ve antioksidan miktarini artirarak DNA hasarimin tamirinde énemli bir roli
olabilecegi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, CYP, Naringin, Serbest Radikal



ABSTRACT

Protective Effects of Naringin on Free Radicals and Antioxidants in
Cyclophosphamide Induced Rats

Aim: CYP is an antineoplastic agent and is frequently used in the treatment of
various malignant tumors. The side effects of CYP are mainly; renal toxicity,
hematoboetic depression, and hemorrhagic cystitis. Recently the number of studies
using plant-based compounds has been increasing for reduce the cytotoxic effects of
antineoplastic drugs. One of these herbal compounds is naringin. Naringine is a
superoxide scavenger and an antioxidant substance. In this study, the protective effects
of naringin on antioxidants and free radicals were investigated in blood and serum
specimens in cyclophosphamide-induced rats.

Material and Methods: Forty male adult Sprague Dawley rats weighing
approximately 200-250 g were used in our study. Eight rats were used in each group
and 5 groups were formed. All animals were subjected to standard maintenance and
feeding conditions. Group 1 received saline (1 ml) intragastric (i.g.) for 10 days. Group
2 received 10 days intragastric serum physiologic was given and intraperitoneal (i.p.)
CYP (200 mg / kg) was given at the 10th day in a single dose. Groups 3 and 4 were
treated for 10 days with 50 and 100 mg / kg, respectively, in saline solubilized Naringin
was administered and a single dose of CYP (200 mg / kg, i.p.) was administered after 10
days of naringin injection. Group 5 received 100 mg / kg i.g. solubilized in saline only
for 10 days Naringine was applied. Forty-eight hours after the CYP administration, on
the 12th day of the experiment, intracardiac blood samples were taken under anesthesia
with rats thiopental sodium (20 mg / kg) and sacrificed by cervical dislocation method.
Blood samples from rats were transferred to gli tubes with clot factor and centrifuged at
3500-4000 rpm for 10 minutes in a refrigerated centrifuge at +4 °C. The resulting serum
samples were aliquoted and stored at -80 ° C in freezer until analysis. Parameters such
as total antioxidant, total oxidant, oxidative stress index and DNA damage were
measured in the obtained blood and serum samples. The quantitative values obtained at
the end of the studies were evaluated by applying the one-way ANOVA Duncan test
used in statistical analysis of more than two independent groups in SPSS 20.00
statistical data program.

Results: CYP has been shown to increase oxidative stress, suppress antioxidants
and cause DNA damage in rats.

Conclusion: It was determined that the different doses of naringin inhibited the
oxidative stress which caused by CYP and it was founded that may have an important
role in repearing DNA damage by increasing the amount of antioxidants.

Keywords: : Antioxidant, CYP, Free Radical, Naringin.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmalart demektir. Hiicrelerin
kontrolsiizce ¢ogalmasi ve metastaz yapmasiyla normal doku ve hiicrelerin biitiinliigii
ve biyolojik fonksiyonlart bozulur. Kanser diinyada 6liim oranmin yiiksek oldugu
hastaliklardan biridir. Gliniimiizde kanser teshisi konulan hastalarin tedavisinde hastanin
hastalik durumuna goére bazi farkli tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar genel
hatlariyla kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahalelerdir. Ancak bu yontemlerde
baz1 olumsuz ve istenmeyen yan etkiler de gorildiigi igin, tedavi siireci kanserli
hastalarda hastanin konforunu olumsuz yonde etkileyen zor ve sikintili bir siiregtir.
Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi saglikl1 hiicrelere asir1 zarar verebilmektedir. Genel
olarak bakildiginda eriskin kanser hastalarinda sagligina kavusma orani 1960’larda %39
iken bu oran 1990’larda %60’a ulasmistir. Iyilesme oranlarinda gériilen bu artista,
kombine tedavi yontemlerinin de bir bir pay: vardir.*??

Kemoterapinin asil amaci saglikli hiicrelerin zarar gormeden timor biiylimesini
durdurarak yok etmektir. Ancak antineoplastik ilaglarin segici 6zelligi diisiik
oldugundan patolojik sekilde ¢ogalmakta olan hiicreleri yok etmekle beraber normal
hiicreleride yok ederler. Bu nedenle kanser ilaglarinin hiicre, doku ve organ iizerinde
yan etkileri vardir.*

Bu antineoplastik ilaglardan biriside siklofosfamid (CYP)’dir. Nitrojen
mustard sinifindaki ilaglardan olan CYP sitotoksik alkilleyici bir ajan olup, cesitli
malign timorlerin tedavisinde sik sik kullanilmaktadir.” Siklofosfamid kullanilan bazi
calismalarda CYP’nin mesane kanseri olusturdugu tespit edilmistir.’ Ayrica
immiinosupresif 6zelliginden dolay: romatoid artrit,” sistemik lupus eritematozus ile

skloderma gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.? CYP’nin



kusma, bulanti, deride lezyonlar, agiz yaralari, sistit, adet siklusunun bozulmasi gibi
yan etkileri bulunmaktadir.” CYP’nin karaciger iizerine de olumsuz etkileri bulunmakta
olup son yapilan ¢alismalarda CYP’nin 100mg/kg dozunun Swiss farelerinin karaciger
dokularinda malondialdehyde (MDA) seviyelerini artirarak ve antioksidan savunmasini
azaltarak karacigerde oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir.®® CYP’nin
kemoterapi ve kok hiicre naklinden sonra kullaniminin kardiyak ve vaskiiler toksisiteye
neden oldugu belirtilmistir.** Antikanser ilaclarin olas yan etkilerini ve olusabilecek
oksidatif stresi azaltmak icin bazi antioksidatif ajanlar kullanilmaktadir. Cesitli
calismalarda CYP ile indiiklenen ¢esitli doku hasarlar1 {izerine bazi antioksidanlarin

etkileri rapor edilmistir.'**%*

Bu antioksidan etkili bilesiklerden birisi naringin’dir.
Naringin ¢esitli meyve ve sebzelerde bolca bulunan antioksidan, antiinflamatuvar ve

antikanser etkili flavonoidtir.**

Naringinin doxorobucin (Dox) ile indiiklenen kardiyotoksisite modelinde
antioksidan savunma sistemini destekleyerek kalp dokusu iizerine koruyucu etkili

> Bu bilgiler 113in da ratlarda CYP ile olusturulan

oldugu rapor edilmistir.*
kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi olgularda naringin’in etkileri ile
ilgili yeterli diizeyde literatiir bilgiye rastlanilamamistir. Bu ¢alismamizda CYP ile
indiiklenen ratlarda Total Antioksidan (TAS), Total Oksidan (TOS), Oksidatif Stres
Indeksi (OSI) ve DNA hasari iizerine giiclii bir antioksidan ve antiinflamatuvar

flavonoid olan naringin’in etkilerini arastirarak literatiire katkida bulunulmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklofosfamid

Kanser tedavisinde yogun olarak kullanilan siklofosfamid antineoplastik ilaglarin
alkilleyici grubunda yer almaktadir.'® Ayni zamanda siklofosfamid iyi bir mutajendir.'’
CYP’nin onkosidal etki gostermesi i¢in metabolik aktivasyona ihtiyaci vardir.*®
Humoral ve hiicresel bagisiklik sistemini bastiran CYP ve onun metabolit

kaynaklaridir."®

CH,~CHy-C1

7
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Sekil 2.1. Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro—2H-1,2,3— oksazofosforin
2—oksit’in kimyasal yapisi?®

Hepatik sitokrom P450 sistemi CYP’yi aktif formlar1 olan 4-
hidroksisiklofosfamid ve aldofosfamide doniistiiriir. Daha sonra da aldofosfamid
Fosfamid mustarad (FAM) ve acroleine déniisiir.”> FAM’m DNA’ya baglanmasi
sonucunda hiicre boliinmesini baskiladigi ve bdylece bagisiklik sistemini baskiladigi
ayrica antitimor etkilere aracilik ettii diislinlilmektedir. Bazi makro molekiillerin

silfrid gruplartyla etkilesime giren acroleinin de bagisikligi  baskiladigt



diisiniilmektedir.”*®* Acrolein mesane mukozasinda toksik etkide bulundugu igin

hemorojik sistide neden olabilir.?*

@(Iofosfamid

Hepatik Stikrom p450 |

4-Hidroksisiklofosfamid
Ketosiklofosfamid _ Aldofosfamid
/ \

Hepatik Aldehid Oksidaz §

’ Karboksifosfumid‘

Non Enzimatik |

N

Fosfamidmustard
+

Akrolein

| |

\ inaktif Metabolitler

Toksik Meta boliﬂerJ

Sekil 2.2. Siklofosfamid’in metabolizmasi®®
Plazmadaki yarilanma 6mrii 6,5 saat olan CYP parental veya oral verilebilir.
Parental verildiklerinde aktif olan metabolitlerin plazmada en yiiksek degere ulagsma

siireleri 2-3 saatdir.?®

Siklofosfamid akciger kanseri,?’ ¢ocuklarin akut lenfositik 16semi,?® pediatrik
solid tiimdrler, hodykin dis1 lenfomalar gibi hastaliklar da kullanilabilir.? Bunun
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disinda bagisikligr baskilayan etkisinden dolay1 behget hastaligi, ¢ocuklarin nefrotik
sendromu ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastahiklarda kullanilabilir.®**!
Siklofosfamid’in bulant1, kusma, alerjik reaksiyonlar, kemik iligi depresyonu, sekonder
losemi gibi yan etkileri bulunmaktadir.* Ayrica emziren kadinlarda CYP
kullanildiginda siite gecerek bebeklerde immiinosiipresyon, gelisme geriligi gibi etkiler
yapmaktadlr.33 Karbon iyonlart ireterek niikleik asit ve proteinlerin merkezindeki
elektronlarla tepkimeye girmesini saglayan CYP bu tarz tepkimelerde mutasyon, DNA
hasar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) agiga ¢ikmasina sebep olabilir.®* Fazla olusan
ROS, DNA hasarma neden olmakla beraber oksidan-antioksidan dengeyi bozarak
hiicresel disfonksiyona sebep olur.>® DNA hasar1 sonucunda ise saglikli dokularda
ilerleyen siirecte kansere de sebep olabilir.*® Siklofosfamid Glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) gibi enzimlerde azalmaya malondialdehit
(MDA\) seviyesinde ise artmaya sebep olarak oksidatif hasar meydana getirir. CYP nin
bu etkileri géz Oniinde bulundurularak uygulamasinin dikkatli ve kontrollii olmasi
gerekir.®’ Siklofosfamid’in yan etkilerini engellemek i¢in viicut dogal antioksidanlariyla
bir savunma olusturmaya calisir. Bazi arastirmalar kemoterapi sirasinda antioksidan

uygulamalarinin kemoterapiden kaynakli reaksiyonlart kontrol altina alabilecegini

géstermistir.38
2.2.Naringin

Suda ¢oziinebilen en 6nemli antioksidan grup fenolik birlesiklerdir. Antioksidan
Ozellige sahip ve bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik bilesikler énemli sekonder

metabolitlerdir. Fenolik bilesiklere yapilar1 farkli olsa bile polifenoller de



denilebilmektedir.*® Fenolik bilesikler fenolik asitler ve flavanoidler olarak ayrilirlar.

Flavanoidler ve sinamik asitler en énemli antioksidanlardir.*°

Tablo 2.1. Farkli Gruplardaki Flavanoidler*

GRUPLAR GRUPLARA AiT TURLER
FLAVONOLLER Quercetin Rutin Kaempferol Rhamnetin
FLAVANONLAR Naringenin Eriodiktol Hesperidin

FLAVONLER Chrysin Abigenin Luteolin
BIFLAVONOIDLER Amentoflavon

DiHIDROFLAVONOLLER  Taksifolin Slibin

FLAVANOLLER Catechin Epicathechin

Flavanoidler ¢cok onemli antioksidanlar olup diisiik densiteli lipoproteinlerin

oksidasyonunu azaltarak kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruma saglar.“'2

Sekil 2.3. Flavanoid molekiiliiniin genel yapisi®

Bu flavanoidlerin en onemlilerinden birisi naringindir. Naringin pek ¢ok
narenciye ve greyfurttaki aktif glikozid flovandir.** Naringin Citrus cenneti, Citrus
sinensis, Citrus unshiu ve Artemisia selengensis gibi liziim meyvelerinin 1yi bilinen bir
flavanon glikozitidir.*® Saf sekli sarimsi bir tozdur ve tadi acidir ayrica greyfurtta
fazlaca bulunmaktadir.*® Naringinin anti iilser, aorta dilatosyonu, siiperoksit siipiiriicii

ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu griilmiistiir.*”**“° Naringin serbest radikalleri



siptirici, lipit disiliricli, anti-kanserojen ve antioksidan etkileri igeren bir
flavanoiddir.>® Dahas1, gogiis kanseri, hiicre cogalmasinin inhibisyonu ve meme timorii
olusumunu  geciktirdigi gozlenmistir.>* Naringinin GPx, SOD ve CATin gen
ekspresyonlarini diizenleyerek CAT ve SOD aktivitelerini artirdifi ve antioksidan
kapasitesinin diizenlenmesinde énemli bir rolii oldugu gdsterilmistir.>® Naringin oral
yoldan uygulandiginda bagirsak mikrofloras: tarafindan hidrolize edilerek absorbe

edilebilen biiyiik bir metabolit olan naringenin’e déniisebilir.>®

OH
oo AT

o}
Maringenin

Sekil 2.4. Naringin ve aktif metaboliti olan Naringeninin kimyasal yapis>*

2.3. Serbest Radikaller

Bir ya da daha ¢ok eslenmemis elektron i¢ine alan molekiil ya da atomlar serbest
radikal olarak adlandirihr.>® Bunlar kararsiz yapilarindan dolay1r organik ve inorganik
maddelerle reaksiyona girebilir.® Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif
yiikli (anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler.”’ Yaslanmay1 c¢abuklastirir,
kalp-damar hastaligi, katarakt, kanser ve bagisiklik sistemi bozukluklar1 gibi hasarlar
olustururlar.® Serbest radikaller niikleik asitler, lipitler, proteinler ve kabonhidratlarla
reaksiyona girebilirler ve yapisal degisiklik yapabilirler. Yaptiklar1 bu etkilerle

oksidasyona, kromozom kirilmalarina, mutasyonlara ve 6liimlere neden olabilirler.”



Serbest radikaller biyolojik ya da hiicresel kaynakli olabilirler. Peroksizomlardaki
enzimler, mitokondriyal elektron transport sistemi, oksidatif stres durumlari (iskemi ve
reperfiizyon hasari, travma, intoksikasyon) hiicresel kaynakli, radyasyon, antineoplastik
ilaglar, lipit metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan toksik tirtinler, ultra viole (UV) 1sinlari,
virilisler, hava kirliligi olusturan fosil kaynakli yakitlarin yanma sonucundaki iirtinleri,
sigara dumani, gevresel kirleticiler, aktive olmus fagositler, enfeksiyon ve stres ise
biyolojik kaynakli radikal iriinleridir.°®®" Ayrica egzersiz durumlarinda da radikal
ortaya cikabilir. Oksijen aliminin artmasiyla hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil
artabilir. Artan laktik asit siiperoksidi hidroksile ¢evirebilir ve bdylece oksidatif hasara
neden olabilir.®* Serbest radikallerin énemli kismini olusturan ve yasam siireleri kisa
olan yapilar Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir. ROS’lar yiiksek reaktif ajandir ve
elektron paylagsarak diger molekiillerle daha hizli reaksiyona girmek igin dis
yorlingelerinde tek ve paylasilmamis elektron tasirlar. Disiik yogunlukta olmalarina
ragmen hiicre bilesenleri ile hizlica etkilesime giren ve daha zararli olan yap11ard1r.60’63.
ROS’lar tek elektronunu baska molekiillere verenler (radikaller) ve elektron eksigi

yokken baska molekkiillerle birlesebilenler (non-radikal) olmak iizere iki kisma ayrilir

bu da Tablo 2.2” de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Radikal ve Radikal Olmayan Reaktif Oksijen Tiirleri®®

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Stiperoksid Anyon Radikali(O7") Hidrojen Peroksit(H20,)
Hidroksil(OH") Hipokloroz Asit (HOCL)
Peroksil(ROO) Ozon (0,)

Alkoksil(RO) Singlet Oksijen (O)

Nitrik Oksit (NO) Peroksinitrit (ONOQO")
Hidroperoksit(HOO) Lipit Hidroperoksit (LOOH)




Acrobik organizmalarda baslica radikal kaynag1 oksijen (O2)’dir.** O, elektron
dagilimindan dolay1 2 elektronu eslesmedigi i¢in baska radikallerle ¢ok kolay sekilde
etkilesime girebilir. O, kaynakl radikaller oksidatif hasar yapabilirler.**®® En iyi bilinen
oksijen kaynakl radikal siiper oksittir (O,") . Siiper oksit aerobik hiicrelerde ilk iiretilen
ROS tiiriidiir.®* Siiperoksitin en énemli dzelliklerinden biri giiclii indirgeyici bir ajan

olmasidir.%®
O+t —> 0Oy

Stiper oksit nitrik oksitle birleserek oldukca giiglii bir hasar verici olan

peroksinitrit olusturabilirler (ONOO").>
O;+NO.——> ONOO’

Stiper oksit serbest radikal olmasina ragmen asir1 zararl degildir. Siiper oksit’in
asil 6nemi gecis metallerinin indirgeyicisi ve hidrojen peroksidin (H202) kaynag
olmasidir. iki adet siiperoksit anyon radikali birbiriyle reaksiyona girerler ve hidrojen

peroksiti olustururlar.®’
O, +e' + 2H* —> H)O,

Hidrojen peroksit (H20>) , siiper oksit (O7;") ile reaksiyona girerek ¢ok gii¢lii bir
radikal olan hidroksil ('OH ) radikalini olusturabilir ve bu reaksiyona haber-weis ismi
verilir. Hidroksil('OH) radikali asir1 reaktif oldugu icin hiicresel komponentlerle hizlica

reaksiyona girebilir ve bu yiizden de ¢ok toksik bir etki gosterebilir.®’

0, + H,0; OH + OH + O,




Haber weis reaksiyonu katalizorii olmadan oldukca yavas bir reaksiyondur.
Ancak katalizor olarak demir katildig1 anda (fenton reaksiyonu) ise oldukca hizlt bir

reaksiyon halini alir.®®

Fe*? + H,0, OH'+ OH + Fe™3

Bir baska oksijen tiiride singlet oksijendir. Ortaklanmamis elektronu
olmadigindan dolay1 radikal sayilmayan bir ROS molekiiliidiir. Siiper oksit (O, )’in

hidroksil (' OH) radikali ile tepkimeye girmesiyle olusur.>
0,7+ OH ————> 0, +OH’

Organizmadaki savunma duvarmi asan serbest radikaller oldukca biiyiik

hasarlara neden olabilir. Bu hasarlar:®°

e DNA’nin agir1 bir sekilde tahrip olmas,

e Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
o Niikleotit yapili koenzimlerin yikima,

e Lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

e Zar proteinlerinin tahribi ve protein dongiisiiniin artmasi,

e Yas pigmentlerinin birikimi,

e Mukopolisakkaritlerin yikimi.

Oksidatif hasardan kaynaklanan DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma, baz
modifikasyonlar1 veya DNA'da tek ve ¢ift dal kiriklari meydana gelebilir.”® Ayrica
hidroksil radikali ("OH) DNA' nin biitiin komponentleri ve deoksiriboz iskeleti, piirin ve
piirimidin bazlari ile reaksiyona girebilmektedir.”* Bu reaksiyona girilmesiyle adenin ve

guanini etkileyerek mutasyonlar meydana getirebilir. DNA’da en ¢ok olusan oksidatif
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baz modifikasyonu 8-hidroksi-2 deoksiguanozin (8-OHAG)’dir.”> ROS’larin neden
oldugu mutasyon kanserin baslamasina, oksidatif stres mutant hiicre kolonilerinin
artmasina ve hiicrelerin 6lmesine neden olabilir.*®

Serbest radikallerin hedef molekiilden elektron koparma yeteneginden dolay1 bu
molekiiliin yap1 ve islevlerini ayrica DNA, RNA ve enzimatik olaylarin1 bozarak gesitli
hiicresel hasarlara yol agtigi bilinmektedir. Radikallerin bu etkilerini canli organizmada
bulunan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan sistemler temizleyebilir.”®

2.4. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusturdugu oksidasyonu onleyen ve geciktiren maddelere
antioksidan denir. Oksidasyon sonucu olusacak zararlara kars1 viicudun dogal savunma
sistemine ise antioksidan sistem denir. Bu durumlarda antioksidanlar elektron
gondererek radikalleri etkisiz hale getirirler.”*” Viicudumuz serbest radikale bagli
oksidasyon sonucu olusabilecek hasarlara karsi antioksidan enzim, antioksidan vitamin,

stilfirid ve glutatyon’dan meydana gelmis sistem ile koruma altina almmistir.”

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak ayrilabilirler. Bu gruplarin
ikiside reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye etmek icin intraseliiler veya ekstraseliiler
cevrede bulunabilir. Enzimatik antioksidanlar; Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutation
peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT) ve Glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Non enzimatikler ise
Mineraller, Karotenoidler (B-karoten, likopen), Vitaminler (vitamin A, C, E)),
Polifenoller (fenolik asitler, flavonidler), iirik asit, piriivat, albiimin, bilirubin, melatonin

7

ve transferrin’dir.”” Ayrica antioksidan sistemler Tablo 2.3’de gdsterilmistir.

Antioksidanlar ROS’larin toksisitesine karst ROS olusumunu engellemek ve sebep
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oldugu hasarlarin tamirini kolaylastirmak ve ayni zamanda diger antioksidanlarin

etkileri icin elverisli ortam hazirlar.”

Tablo 2.3. Antioksidan Sistemler®

Siipiiriicii Enzimatik Sentetik Preventif
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Askorbik Asit Katalaz Allopurinol Transferrin
Alfa-Tokoferol Paraoksonaz Probakol Albiimin
Tiyoller Stiperoksit Dismutaz ~ Penisilamin Seruloplasmin
Beta-Karoten Glutatyon Peroksidaz ~ Deferoksamin Ferritin

Urik Asit Butil-Hidroksitoluen

Flavanoidler N-Asetilsistein

Ko-Enzim Q

Kemoterapi uygulanan hastalarda oksidatif stres artisi ve antioksidan kaybi
ortaya ¢ikmistir. Antioksidanlar viicuttaki protein, karbonhidrat, lipit ve niikleik
asitleri koruma gorevi yaparlar.®® Kemoterapi uygulamalariyla birlikte antioksidan
takviye yapilmasi sitotoksik etklerini serbest radikal olusturarak gosteren ajanlar ile
ilgilidir. Antioksidanlarin bu serbest radikalleri siipiirerek zararli etkileri azaltabilecegi
diisiiniilmektedir.®* Bazi ¢alismalarda kemoterapi ve radyoterapiye bagli oksidatif strese
kars1 A,C.E vitaminleri kullanilmis, in vivo ve in vitro olarak vitaminlerin terapotik
etkileri artirdizi normal hiicreleride apoptozdan korudugu gdzlemlenmistir.®? Bu
gozlemler ile antioksidanlarin kemoterapiye bagl toksisiteyi azaltarak daha yiiksek doz

ilag verilebilmesi konusunu ortaya koymustur.S?’

Kemoterapi alan 103 Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL) hastasi ¢ocukda antioksidan vitamin takviyesi yapildig ve
kemoterapiye bagli toksisite ve enfeksiyon riskini azalttigi ortaya koyulmustur.?*

Ajanlarla tedavide antioksidan kullanimi mantikli goriiliip hastalara antioksidan

takviyesi yapilmasi énerilmektedir.®®

12



2.5. Oksidatif Stres
Organizmada oksidan-antioksidan dengesi bulunmaktadir. Bu dengenin

% Bu dengenin

oksidanlar lehine bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilir.
bozulmasiyla antioksidan sistem devreye girer ve yeterli olmadigi durumlarda DNA,

proteinler, karbonhidratlar, lipitler gibi makro molekiiller hasar goriir.®® Oksidatif denge

oldugu siirece organizma serbest radikallerden etkilenmez.?’

Oksidatif Stres

NADP
Excretion ‘%GW
by Kidney :
ST NF&B
e H O Fe' . Fe \—/
o .o; P ou' e
L -argiine wors | "7 ""‘
\ Adhesion
,.%y Molecules
%,
4-,%
m o / \W

@~ Qg

e

Sekil 2.5. Oksidatif stres mekanizmasi®

2.6. DNA Hasan
Genomik DNA siirekli ¢evresel faktorlerin etkisi altindadir ve Gen materyalinin

endojen ve eksojen kaynakli etkilerle yapisinda meydana gelen degisiklikler DNA
hasar1 ismini alir. Bu hasarlar mutasyon, kanser, erken yaslanma, hiicre oliimleri,
bagisiklik sistem baskilanmasi, kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 olabilir. Iyonize
radyasyon, yiiksek oksijen yogunlugu, radikal zincir reaksiyonuna ugrayan kimyasallar
DNA’da hasara neden olan yapilardandir. Ayrica ROS’lar da oksidatif hasara neden

olabilirler 8991
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DNA’daki oksidatif hasar1 belirlemede 8-hydroxy-2 deoxyguanosine (8-OHdG)
lgiimii kullanilmaktadir. Kasai ve Nishiura tarafindan tespit edilmistir.”® Reaktif
oksijen ve hidrojen tiirlerinin DNA’ya verdigi oksidatif hasar 8-OHdG’ yi ortaya
cikarir. 8-OHAG ROS’lar tarafindan DNA iizerinde yapilan ve sik goriilen 100 tane
oksidatif baz hasar iirtiniinden biridir. Bilinen en iyi mutajendir. 8-OHdG DNA onarim
enzimleri tarafindan kesilerek ¢ikarilir ve idrarla disari atilir.®*%% ROS’lar DNA
igerisinde guanini hedef alir. Cilinkii en diisiik ayristirma potansiyeline sahip bilesen
guanindir. Hidroksil radikali ( ‘OH) guanin de 4, 5, 8 atomlarina baglanarak DNA
radikallerini olusturabilir. Hidroksil radikalinin 8. Karbon atomuna yaptigi ataklar
sonucu bir proton ve elektron kaybederek 8-OHdAG yapisinin olusmasini saglar (sekil

2.6). 8- OHdG insan ve hayvanlarda idrar, serum ve dokularda belirlenebilir.®

S [ |

ROT
e/

1-deoksigmozin §-tidroksi-)-deoksiguanozin §-okso-1-deoksiguanozin

Sekil 2.6. 2-deoksiguanozinin 8-OHdG ye oksidasyonu®

Yasa bagh olarak barsak, karaciger ve bobrek dokularinda, yasla birlikte artan
timor dejeneratif hasar tipleri ve organ fonksiyonlarinda ki azalmalardan dolay1 8-
OHJG diizeyinde artis goriilebilmektedir.®® Sigara icimi, kanserojen meddeler (benzen,

aflatoksin vb.) oksidatif DNA hasarini baslica arttiran etkendir.”” Hava kirliligi icerdigi
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nitrik oksit, aldehitler ve metaller nedeniyle maruz kalma siireleriyle dogru orantili

olarak 8-OHdG diizeyini artirir.”

Deney hayvanlarinda antioksidan girislerde 8-OHdG diizeylerinde azalma
goriilmiistiir. Bu antioksidanlar C-E vitamini, beta karoten ve selenyumdur. OKksijen

tiiketiminin en yiiksek oldugu dokularda 8-OHdG diizeyi oldukga yiiksektir.”
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Calismamizin biitiin deneysel ¢alismalar ve siirecleri Atatiirk Universitesi Tibbi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapilmistir. Calisma Atatiirk Universitesi
Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 30.06.2016 tarih ve 36643897-
000-E.1600142788 sayil1 yazisinda belirtilen Etik Kurul Raporunun 123 nolu karari ile
onaylandi. Arastirmada deney hayvani olarak yaklasik 200-250 g agirliginda, 40 adet
eriskin Sprague Dawley irki erkek sicanlar kullanildi. Gruplarda yeterli 6rnegin

saglanabilmesi i¢in her bir grupta 8 rat kullanildi ve 5 grup olusturuldu (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deneysel Gruplar ve Gruplardaki Deney Hayvan1 Sayilart

Gruplar Grup Detayi Denek Sayisi
Grup 1 Kontrol 8
Grup 2 CYP (200 mg/kg) 8
Grup 3 50 mg/kg Naringin + CYP 8
Grup 4 100 mg/kg Naringin + CYP 8
Grup 5 100 mg/kg Naringin 8

3.1.2. Calismada Kullanilan Arag¢ ve Geregler
v Mikrocerrahi makasi
v Coklu pipet
v Deepfreeze
v' EDTA’l deney tiip
v' ELISA okuyucu
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v

ELISA yikayict

Mikro tiip

Etiv

Jel kaplamali tiip
Mikroskop cami
Mikroskop ince cami
Deney Mikroskobu
Otomatik pipetler

Doku tutucu

Sogutmalr santrifiij cihazi

Spektrofotometre

3.1.3. Kimyasallar

DNA hasar (8-OHdG) ELISA kit
Giemsa

Immersiyon yagi

Ketamin HCI

Siklofosfamit,

My griinwald

Naringin,

TAS kit

TOS kit

3.2. Yontem

Tiim hayvanlar standart bakim ve beslenme sartlarina tabi tutuldu. Grup 1’e 10

giin boyunca intra gastrik (i.g.) olarak serum fizyolojik (1 ml) verildi. Grup 2’ye 10 giin
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boyunca i.g. serum fizyolojik verildi ve 10. Giin tek doz intra peritonal CYP (200
mg/kg) verildi. Grup 3 ve 4’¢ 10 giin boyunca sirasiyla serum fizyolojikte ¢ozdiiriilmiis
50 ve 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin uygulandi vel0. Giin Naringin enjeksiyonundan
sonra tek doz i.p. CYP (200 mg/kg) uygulamasi yapildi. Grup 5’ e ise 10 giin boyunca

yalnizca serum fizyolojikte ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin uygulandi.

CYP uygulamasindan 48 saat sonra yani deneyin 12. giliniinde ratlar tiopental
sodyum (20 mg/kg) ile anestezi altina alinarak intra kardiyak kan ornekleri alindi ve
servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Ratlardan alinan kan ornekleri klot
faktor bulunan jelli tiplere aktarilarak +4 °C de sogutmali santrifiijde 3500-4000rbm
devirde 10 dk santrifiij edildi, elde edilen serum onekleri aligotlanarak analiz edilene
kadar -80 C de muhafaza edildi. Elde edilen kan ve serum orneklerinde Total
Antioksidan, Total Oksidan, Oksidatif stres indeksi, DNA hasar1 parametrelerine
bakildi. Antioksidanlar ve oksidanlar i¢in farkli 6l¢iim yontemleri vardir. Fakat bu
yontemler olduk¢a uzun ve pahalidir. Total Antioksidan ve Total Oksidan 6l¢iim
yapmak olduk¢a hizli ve ucuz yontemlerdir ve ¢ok daha degerli bilgilerde verebilir. Bu

yiizden bizde ¢alismamizda bu yontemleri kullandik.

3.2.1. Total Oksidan Durum (TOS) Tayini

Serumdaki TOS seviyeleri spektrofotometre de total oksidan status test kiti ile
belirlendi.

TOS’un Tespit Tlkesi : Numunedeki oksidan varligi, Demir 2 iyonu (Fe+2) selat
bilesiklerinin demir 3 iyonuna (Fe™®) okside eder. Oksidasyon tepkimesi ortamda
bulunan yiilseltici molekiiller (gliserol) ile siirdiiriiliir. Demir 3+ iyonu asit vasatta

ksilenol ile renkli bir bilesik meydana getirir. Bu rengin konsantrasyonu numunedeki
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oksidan molekiillerinin diizeyi ile gorecelidir ve spektrofotometrede dlgiilebilir. Okuma
degeri umol H,O, ekivalent/L olarak tabir edilebilir ve H,0, ile eslenebilir.
Deneyin Yapilmasi:
e 75 ul numune veya standart ayr kiivetlere dolduruldu.
e Numune veya standartin tizerine 500ul reaktif 1 ilave edildi ve ¢alkaland.
e 37°C’de 30 sn bekletildi, 530 nm analiz edildi ve ABS verisi Al olarak kaydedildi.
e 25ul reaktif 2 ilave edildi ve ¢alkaland1
e 37°CS5 dk bekletildi 530 nm analiz edildi ve ABS verisi A2 olarak kaydedildi.
Olcme :A2-Al = ABS
:( ABS ornek /ABS standart) x 10ul (standart derigimi)
Standart veriler:4-6 umol/L

AMR dogrusallik:0-37,5 umol H,O, ekivalent/Litre

3.2.2. Total antioksidan durum (TAS) tesbiti

Serum TAS seviyeleri spektrofotometre de toplam status test kiti kullanilarak
tespit edildi.

TASin Tespit Tlkesi: Numunedeki antioksidanlar mavi yesil renkli ABTS
radikallerini renksiz ABTS sekline ¢evirir. 660 nm deki ABS degisimleri numunelerin
total antioksidan degerleri ile birlikte diisiintilebilir. Degerler bir vitamin E benzeri olan
Trolox Ekvalent olarak adlandirilan normal antioksidan ile dlgiilebilir. Analiz sonuglari
mmol Trolox ekivalent/L olarak géisterilebilir.101

Deneyin Yapilmasi:
e 30 ul numune standart ve su ayr1 kiivetlere dolduruldu.
e Uzerlerine 500 ul reaktif 1 ilave edildi ve ¢alkalandh.
e 37C 30 sn bekletildi, 530nm de analiz edildi ve ABS verisi Alolarak kaydedildi.

19



e 75ul reaktif 2 ilave edildi ve ¢alkaland.
e 37 C’de 5 dk. bekletildi, 660nm de analiz edildi ve ABS verisi A2 olarak kaydedildi.
Olcme: A2-Al= ABS
: (ABS H,0 — ABS o6rnek)/ (ABS H,0-ABS) standart
Standart veriler: 1,20-1,5 mmol/Litre

AMR dogrusallik: 0-2,75 mmol trolox equivalent/Litre

3.2.3. Oksidatif Stres Indeksi
Oksidatif stres indeksi = (TOS/TAS) x 0,1 yontemi ile hesaplandi ve IU olarak

kaydedildi.

3.2.4. DNA Hasan (8-OHdG) Belirlenmesi

Serumda 8-OHdG seviyesi ELISA cihazinda ELISA kiti kullanilarak tespit
edildi.*™

DNA Hasarmi Tespit ilkesi: ELISA kiti ratdaki 8-OHdG seviyesini
belirlemek i¢in biotin kapl antikor sandwich teknolojisini kullanir.

Tahlil araligi: 0,05ng/ml-20ng/ml

Hassasiyet: 0,027ng/ml

Deneyin Yapilmasi:

Reaktifler, numuneler ve standart {ireticinin vermis oldugu talimatlar gz oniine

aliarak hazilandu.

1. Standart Cozeltinin Seyreltilmesi : S1°’den S5’e dogru deney tiipleri
harflendirildi ve 120ul standart sulandirici ilave edildi. Standart depo ¢ozeltiden

120 ul S5 tiipiinden S1’e kadar seyreltme islemi yapildi . Biitiin transferlerden
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sonra tipler iyice calkalandi ve Tablo 3.2°deki nihai standart diizeyleri

olusturuldu.

Tablo 3.2. Standart Cozeltinin Seyreltilmesi

Standart S-5 S-4 S-3 S-2 S-1

Ng/ml 24,0 12,0 6.0 3.0 1,50 0,750

2. Numuneler ve deney i¢in kullanilcak kuyucuklar tespit edildi.
3. Standart ve numunelerin ilave edilmesi;
- Standart soliisyon kuyucuklari; 50 ul standart ve 50 ul streptavidin- HRP.
- Numune kuyucuklari; 40 ul numune ve 10 ul 8-ohdg antikorlari, 50 ul
streptavidin-HRP ilave edildi.
- 37 °C’ de 1 saat boyunca bekletildi.

4. Yikama solisyonunun hazirlanmasi: Yikama s¢ozeltisi (30X) saf su ile
seyreltildi.

5. Yikama: Elisa yikayici vasitasiyla kuyucuklardaki sivi ayristirildi. Her kuyucuk
yikama ¢ozeltisiyle dolduruldu. 30 sn inkiibe edildikden sonra ¢ozelti dokiildii.
Prosodiir 5 defa aynmi sekilde uygulandi.

6. Renk olusumu: Biitiin kuyucuklara 6nce 50ul kromojen A ardindan 50ul
kromojen B, c¢ozeltisi ilave edildi. Cok hafif sekilde calkalandi ve 1siktan
sakinarak 37°C’de 10 dk bekletildi.

7. Sonlandirma: Tepkimeyi sonlandirmak i¢in biitiin kuyucuklara 50 ul stop
¢oOzeltisi ilave edildi.

8. Olgiim: Stop cozeltisi ilave edildikten 10 dakika sonra kér kuyucugun degeri
sifir olarak alinarak her kuyucugun 450 nm dalga boyundaki absorbansi (ABS)

analiz edildi.
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Kor kuyucuk: Sadece kromojen soliisyon A,B ve stop soliisyonu eklendi.
Sonucun hesaplanmasi

Standart derisimleri numunelerin ABS verilerine gore tespit edildi.

3.3. Istatiksel Analiz

Elde Edilen Bulgular varyans analizi (ANOVA tek yonlii) ve DUNCAN testi ile
gruplar arasindaki anlam farkliliklar1 belirlendi. Degerlendirmeler SPSS

programinda yapildi.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1. Kontrol ve Deneme Gruplarinda Total Oksidan Durumu (TOS), Total
Antioksidan Durumu (TAS), Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ve DNA (8-Ohdg)
Hasar1 Diizeyleri

Parametreler

Total oksidan  Total Oksidatif Stres ~ DNA hasari 8-

durumu (TOS)  Antioksidan Indeksi (OSI) OHdG (ng/ml)
Gruplar (umol H202 ~ Durumu (TAS)  (Arbitrary Unit)

Equil/L) (mmol

TroloxEquil/L)

X=sD X=zsD X=3D X=sD
Kontrol (n:8) 7.2+1.1% 2.3+0.1° 0.1£0.04° 3.4+ 0.3
CYP (n:8) 44+8° 1£0.4° 4.4+0.8° 10.4+ 2°
Naringin50+CYP (n:8) 3249° 4.5+1° 0.71+0.08 7.2+ 2"
Naringin 100+CYP (n:8) 11+2.5¢ 10+3¢ 0.11£0.002° 5.2+0.7¢
Naringin 100 (n:8) 1.5+0.2° 25+7°¢ 0.006+0.000 3.2+ 0.6°

Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen degerlerin ortalamalar1 arasindaki fark
istatistik olarak p<0.01 diizeyinde O6nemlidir (n:8). Degerler grup ortalamalar1 standart

sapmalar1 seklinde verilmistir.

Siklofosfamit ile indiiklenmis ratlarda naringinin serbest radikaller ve
antioksidanlar lizerine protektif etkileri ile ilgili bulgularimiz yukarida belirttigimiz gibi
verilmistir.  Kontrol, CYP (200mg/kg), 50mg/kg Naringin+CYP, 100mg/kg
Naringin+CYP, 100mg/kg Naringin gruplarindaki ratlara ait Total Oksidan (TOS),
Total Antioksidan (TAS), Oksidatif Stres indeksi (OSI) ve DNA hasar1 diizeyleri Tablo
4.1 de gosterilmistir. Ayrica tim gruplara ait parametreler grafik haline getirilerek

yorumland.
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Sekil 4.1. Siklofosfamid ile indiiklenmis ratlarda naringinin TOS iizerine etkileri

Farkli harflerle gosterilen siitunlar arasinda p<0.01 diizeyinde istatsistiksel
olarak anlamli farklilik vardir. Calismamizdaki kontrol, CYP (200mg/kg), 50mg/kg
Naringin+CYP, 100mg/kg Naringin+CYP ve 100mg/kg Naringin gruplarina ait serum
orneklerinde tespit edilen Total Oksidan (TOS) diizeyleri sekil 4.1. de verilmistir. CYP
(44+8 pmol H202 Equil/L) uygulanan grupta TOS seviyesi oldukg¢a yiiksek ¢ikmis ve
diger biitiin gruplarla karsilastirildiginda gruplar aras1 farkliliklar istatiksel olarak
o6nemli bulunmustur. Kontrol (7.2£1.1 pmol H202 Equil/L), 50mg/kg Naringin+CYP
(32£9 umol H202 Equil/L), 100mg/kg Naringin+CYP (11+2.5 pmol H202 Equil/L),
100mg/kg Naringin (1.5+0.2 pmol H202 Equil/L) gruplarindaki degerler ise CYP

grubunda elde edilen degerlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde ( p< 0.01 ) daha
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diisiik ¢ikmistir. Kontrol ve 100mg/kg Naringin+CYP guruplari arasinda ise elde edilen

verilerde istatiksel farklilik bulunamamustir.
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Sekil 4.2. Siklofosfamid ile indiiklenmis ratlarda naringinin TAS iizerine etkileri

Farkl1 harflerle gosterilen siitunlar arasinda p<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli farklilik vardir. 100mg/kg Naringin (257 mmol Trolox Equil/L) uygulanan
grupdaki Total Antioksidan (TAS) degeri diger gruplara gore oldukea yiiksek ¢ikmis ve
diger biitlin gruplarla karsilastirildiginda gruplar arasi farkliliklar istatiksel olarak
onemli bulunmusgtur. CYP (1+0.4 mmol Trolox Equil/L) uygulanan grupta ise ¢ok
diisiik ¢ikmis ve diger biitiin gruplar ile istatiksel olarak farklilik 6nemli bulunmustur.
Kontrol (2.3+0.1 mmol Trolox Equil/L), 50mg/kg Naringin+CYP (4.5+£1 mmol Trolox
Equil/lL) ve 100mg/kg Naringin+CYP (103 mmol Trolox Equil/L) uygulanan

gruplarda ise TAS seviyesi 100mg/kg naringin uygulanan gruba gore diisiik, CYP
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uygulanan gruba gore ise yiiksektir ve gruplar arasi1 farklilik istatiksel olarak

onemlidir(sekil 4.2).

0S5l (Arbitrary Unit)

Deney Gruplan

Sekil 4.3. Siklofosfamid ile indiiklenmis ratlarda naringinin OSI iizerine etkileri

Farkli harflerle gosterilen siitunlar arasinda p<0.01 diizeyinde istatsistiksel
olarak anlamli farklilik vardir. Kontrol, CYP (200mg/kg), 50mg/kg Naringin+CYP,
100mg/kg Naringin+CYP ve 100mg/kg Naringin gruplarina ait serum orneklerinde
tespit edilen Oksidatif Stres Indeks (OSI) diizeyleri sekil 4.3. de verilmistir. 100mg/kg
Naringin+CYP (0.71£0.08 Arbitrary Unit) uygulanan gruba ait OSI diizeyi CYP
(4.4+0.8 Arbitrary Unit) uygulanan gruba gore diisiik ¢ikmistir ve gruplar arasi fark
istatiksel olarak Onemlidir. Kontrol (0.1+0.04 Arbitrary Unit), 100mg/kg

Naringin+CYP (0.11+£0.002 Arbitrary Unit) ve 100mg/kg Naringin (0.006+0.000
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Arbitrary Unit) gruplarma ait OSI degerlerine gore ise yiiksek ¢ikmistir ve bu gruplar

ile arasinda ki farklilik istatiksel olarak onemlidir.
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Sekil 4.4. Siklofosfamid ile indiiklenmis ratlarda naringinin DNA hasari(8-OHdG)
lizerine etkileri

Farkli harflerle gosterilen siitunlar arasinda p<0.01 diizeyinde istatsistiksel
olarak anlaml farklilik vardir. Kontrol (3.4+0.3 ng/ml) ve 100mg/kg Naringin (3.2+0.6
ng/ml) uygulanan gruplarin sonuclar1 birbirine yakindir ve aralarinda istatiksel fark
onemli degildir. 50mg/kg Naringin+CYP (7.2+2 ng/ml) uygulanan gruba ait DNA
hasart diizeyi CYP (10.442 ng/ml) uygulanan gruba gore diisiiktiir. Fakat istatiksel

olarak farklilik 6nemli degildir. 50mg/kg Naringin+CYP(3.4+0.3 ng/ml) uygulanan
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grubun degerleri 100mg/kg Naringin+CYP(5.2+0.7 ng/ml) uygulanan gruba gore

yiiksektir ancak istatiksel 6nem yoktur (sekil 4.4).

5. TARTISMA

Son donemlerde fazla goriilmesi ve oldukea yiiksek oliimlere sebep olmasindan
dolay1 kanser, giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Kanser, hiicrelerin
kontrolsiizce ¢ogalmasi ve metastaz yapmasi ile kendini belirten hastaliktir. Kontrolsiiz
¢ogalan bu hiicreler etrafinda ve uzakta bulunan doku ve organlarin isleyisini bozar.
Giiniimiizde kanser teshisi konulan hastalarin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi miidahaleler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerde bazi istenmeyen sonuglar
ortaya ¢ikabilir. Ozellikle radyoterapi ve kemoterapide saglikli hiicreler asir1 zarar
gérebilir.l’2 Kemoterapinin asil amaci kanserli hiicrenin biyokimyasal siirecini
degistirerek ¢ogalmasini dnlemek ve saglikli hiicrelerin zarar gérmesini engellemektir.
Ancak antineoplastik ilaglarin secici Ozelligi diisiik oldugundan patolojik sekilde
cogalmakta olan hiicreleri yok etmekle beraber normal hiicreleri de yok ederler.
Siklofosfamidde (CYP) bu antineoplastik ilaclardan birisidir.* Antikanser ajan ve
sitotoksik alkilleyici 6zelligi olan CYP 6n ilag oldugu igin in vitro sartlarda etkili
degildir. Karacigerde mikrozomal oksidaz enzim sisteminin etkisi ile (sitokrom P-450)
4-hydroxycyclophosphamide ve daha sonra da acrolein ile phosphamide hardalina
dontigerek etkili olur. CYP ¢esitli malign tiimdrlerin  tedavisinde sik sik
kullaniimaktadir.? Agiz ve enjeksiyon yoluyla alinan siklofosfamid hematolojik ve
solid tiimor tedavilerinde de kullanilabilir. Siklofosfamid ¢ocuklarda akut lenfositik
16semi, akciger kanseri, pediatrik solid tiimorler, behget hastaligi ve romatoid artroid
gibi hastaliklarda kullanilabilir.**** Bulant;, kusma, sindirim bozukluklar1 gibi yan

etkileri vardir. Daha 6nce kemoterapi alan hastalarda 16kopeni kemik iligi depresyonuna
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bagli olarak trombositopeniye neden olabilecegi bildirilmistir. Uzun siireli ve yliksek
dozda kulalnilan CYP’nin hemorajik sistide neden oldugu tespit edilmistir.*

Shanholtz'® yaptig1 ¢alismada vyiiksek dozda kullanilan CYP’nin &liimiil
kardiyotoksisiteye neden oldugunu ortaya koymustur. Celebi ve ark.'% Yaptigi
calismada CYP ile indiklenmis sistitis modelinde bir antioksidan olan rutinin sistitis
olusumunu belirgin bir sekilde baskiladigimi bildirmislerdir. Demirkaya'® yaptigi
calismada ise CYP’nin Total Antioksidan (TAS) seviyesini azalttigi Total Oksidan
(TOS) seviyesini ise artirdig1 gorillmiistiir. Sengiil ve ark.'®® CYP ile akciger toksisitesi
olusturmus ve quercitinin protektif etkilerini incelemislerdir. Rezvanfar ve ark.
yaptiklart bir ¢calismada CYP’nin spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigini, sperm
kalitesinin diistiiglinli ve seminifer tiibiillerin asir1 hasara ugradigin1 gézlemlemislerdir.
Bayramoglu'®” yaptigi ¢alismada CYP uygulamasmin homojenatta MDA diizeyini
artirdigt SOD ve GPx diizeylerini ise azalttigi ve bdylece oksidatif stresin artmasina
neden oldugu gozlemlemis ve CYP kaynakli hemorojik sistitisin bir antioksidan olan
silmarin uygulamasi sonucu azaltildig tespit edilmistir.

Antineoplastik ilaglarin yiiksek doz etkilerini baskilamak ve oksidatif stresi
azaltmak i¢in bazi antioksidatif ajanlar kullanilmaktadir. Cesitli ¢aligmalarda doku
hasarlar iizerine bazi antioksidanlarin etkileri rapor edilmistir. Demirkaya'®® yaptig:
calismada doxorobucin (Dox)’in neden oldugu kardiyak hasar1 antioksidan takviye ile
engelledigini ortaya koymustur. Yine G(‘iktepelo9 yapmis oldugu basgka bir ¢alismada
ise antioksidan madde olan quarcetinin serbest radikaller ile birlikte olusan oksidatif
hasar1 azaltarak antioksidan sistemi giiglendirdigi gézlemlenmistir. Donk ve ark. '
yaptig1 bir ¢alismada ise gii¢lii bir antioksidan olan quercetinin doxorobucin (Dox)’e

bagli kardiyotoksisiteyi baskiladigi rapor edilmistir. Balakrishnan''* yaptig1 ¢alismada
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ise antioksidatif etkisi oldugu bilinen karvakrol’in hiicreyi lipit peroksidasyonu,
oksidatif stres ve DNA hasarina kars1 korudugu ortaya koyulmustur.

Yetim ve ark.® yaptigi bir calismada ise CYP’nin testislerde germ hiicreleri
lizerine toksik etkisi oldugu ve antioksidan 6zelligi bulunan E vitamininin bu toksik
etkiyi ortadan kaldirdig1 goriilmistiir.

Gore ve ark.**?

yaptigi calismada CYP’nin pro-oksidan yapiya sahip oldugunu
ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini azaltarak oksidatif strese neden oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica CYP’nin mesane homojenatindaki MDA diizeylerini ve lipit
peroksidasyonunu artirdigini rapor etmistir. Diger bir tarafdan CYP’nin GSH
diizeylerinde, SOD ve CAT aktivitelerinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada CYP uygulamasimin farelerin mesanelerinde  DNA hasarin1 oldukga
artirdigida rapor edilmistir.

Khedr'™® yaptizi calismada CYP’nin neden oldugu toksisitenin yumurtalik
mukoza dokusunda MDA diizeyi ve lipit peroksidasyonunu artirdigi gézlemlenmistir.
Ayrica tek doz CYP (150mg/kg) uygulamasindan sonra antioksidan enzimlerin (SOD
ve GPx) azaldig1 da rapor edilmistir.

Carmo-Cortes ve ark.'™ yapmis oldugu calismada naringinin oksidatif stres
sonucu olusan DNA hasarimi diistirdiigi gézlemlenmistir.

Giirsul ve ark.'™ yapmis oldugu calismada iskemi reperfiizyon hasarina karsi
naringinin koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada her grupta 8 hayvan olmak
tizere 3 grup olusturulmus ve gruplara kontrol, iskemi reperfiizyon(I/R) ve I/R+Naringin
isimleri verilmistir. I/R yaralanmasi nedeniyle doku MDA seviyesi Onemli derecede

artig gostermistir. Naringin uygulamasiyla birlikte lipit peroksidasyon seviyesinde

anlamli bir azalma meydana gelmistir. Bu ¢alismada naringinin oksidatif hasar ile lipit
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peroksidasyonunu azaltic1 etkisinin oldugu gdzlemlenmistir. Ayrica I/R uygulanan
grupda SOD, GPx, CAT seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir.
Naringin uygulanan grupta ise I/R grubuna gére SOD, GSPx, CAT seviyeleri artmistir.
I/R ve I/R+Naringin gruplari arasindaki farklilik istatiksel olarak 6nemlidir.

Chtourou ve ark.® Naringin'in ROS aracili NF-jB ve P53 sinyal yollarini
baskilayarak sican striatumunda sisplatin ile indiiklenen oksidatif stres, inflamatuvar
cevap ve apoptoza karst koruyucu roliinii arastirmiglardir. Bu calismada her grupta 8
hayvan olmak tizere 8 grup olusturulmus gruplar ise kontrol, sisplatin(Cis) (5
mg/kg/hafta), Naringin 25, Naringin 50, Naringin 100 (mg / kg viicut agirligi),
Cis+Naringin 25, Cis+Naringin 50 ve Cis+Naringin 100 ( mg / kg) seklindedir. Cis
uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla MDA ve hidrojen peroksit(H;0,) diizeylerinde
belirgin bir artis oldugu goézlenmistir. Naringinin Cis (Cis+Naringin 25, Cis+Naringin
50 ve Cis+Naringin 100 mg / kg) ile uygulanmasi MDA ve H,0; diizeylerinde anlaml
bir azalmaya neden oldugu anlagilmigtir. Ayrica Cis uygulamasi kontrol grubuna
kiyasla ROS seviyelerinde artisa neden olmus, naringinin Cis ile birlikte uygulandigi
gruplarda ise ROS seviyelerinde anlamli bir diisiis gozlemlenmistir. Cis uygulanan
grupda GSH ve askorbik asit seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik ¢itkmistir. Naringin
uygulamasiyla Dbirlikte bu parametreler o6nemli oOlgiide artmistir. Ayrica Cis
uygulamasiyla SOD ve CAT seviyeleri kontrol grubuna gore arttig1 gézlemlenmistir. Bu
durumun asir1 sekilde olusan ROS ile miicadele etmek i¢in oldugu diistiniilmektedir.
Daha sonra naringinin uygulamasiyla bu parametrelerde azalma meydana gelmistir.
Azalma olmasma ragmen Cis+Naringin grubuna ait sonuglar kontrol grubuna gore

onemli derecede artmistir.
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Siklofosfamidin meydana getirmis oldugu istenmeyen yan etkilerle ilgili daha
once yapilan ¢alismalarda yukarida da tartisildigi iizere hiicre ve doku hasarina neden
oldugu bariz bir sekilde goriilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada serumda hiicre ve doku
hasarmin referanslar1 olabilecek parametlerelerden TOS, TAS, OSI ve DNA hasari
parametreleri incelenmistir. Siklofosfamidin etkisiyle bu parametreler de belirgin
degisiklikler gozlemlenmistir. Calismamizda CYP uygulamasi kontrol gruplarina
kiyasla TOS degerlerinde bariz bir artisa neden oldugu, naringinin farkli iki dozununda
(50 mg/kg Naringin, 100 mg/kg Naringin) siklofosfamidin neden olacagi TOS artigini
baskiladig1 gosterilmistir. Naringin uygulanan (100mg/kg/giin 10 giin siireyle) gruptan
elde edilen TOS degerleri ise kontrol grubunda elde edilen TOS degerlerinden daha
diisiik bulunmustur. Total antioksidan (TAS) kapasite ise CYP grubunda kontrol
grubuna gore daha distliktiir ve gruplar arasi farklilik istatiksel olarak ©Snemlidir.
Naringinin uygulanan diger dozlarinda ise (50 mg/kg Naringin+CYP, 100 mg/kg
Naringin+CYP, 100 mg/kg Naringin) TAS diizeyleri devamli artmistir ve gruplar arasi
farklilik 6nemlidir. Oksidatif stres indeksi sonuglar1 ise CYP uygulanan grupda kontrol
grubuna gore olduke¢a fazladir. Naringinin iki farkli dozunun (50 mg/kg Naringin, 100
mg/kg Naringin) uygulamasiyla birlikte bu deger kontrole yaklagsmistir. Sadece naringin
(100mg/kg/giin 10 giin siireyle) uygulanan grup ise kontrol grubundan daha diisiik
degerlere ulagmistir. Kontrol, 100 mg/kg Naringin ve 100 mg/kg Naringin+CYP
arasinda ki farklar istatiksel olarak onemli degildir. Ancak bu gruplar ile CYP ve 50
mg/kg Naringin+CYP gruplari arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir. Calismamizda
DNA hasar verilerine baktigimizda 100mg/kg Naringin uygulanan grup ile kontrol
grubu arasinda istatiksel a¢idan 6nemli bir fark bulunmamistir. CYP uygulanan grup

DNA hasar diizeyini kontrole gore artirmistir ve iki grup arasi fark istatiksel olarak
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onemlidir. Ancak naringinin farkli uygulamalar1 ile DNA hasar diizeyi diismiistiir.
50mg/kg Naringin+CYP uygulanan grup hasar diizeyini azaltmis olsa bile CYP grubu
ile aralarinda ki fark istatiksel agidan 6nemli degildir. 100mg/kg Naringin+CYP grubu
ile CYP grubu arasinda ki fark ise istatiksel olarak onemlidir. Naringinin iki grubu
arasinda ise istiksel olarak onemli bir farklilik bulunmamaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar siklofosfamid ile indiiklenmis ratlarda meydana gelen
hiicre ve doku hasar siirecinde elde edilen serbest radikal ve antioksidan diizeylerinde
olusan degisiklikleri naringin uygulamasinin normale getirme noktasinda etkili oldugu
belirlenmistir. Naringinin bu 6zelligi konu ile igili yapilacak olan diger calismalarla
desteklenerek kanser tedavisinde destekleyici tedavi uygulamalarinda kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER
Yaptigimiz c¢alismada siklofosfamidin TOS, OSI ve DNA hasar1 degerlerini
artirdigin1 ve TAS degerini ise azalttigi tespit edilmistir. Naringin uygulamasinin ise
TAS degerlerinde artisa neden oldugu TOS, OSI ve DNA hasar diizeylerinde ise

azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Naringinin antioksidan etkisi ile viicuttaki oksidatif hasar1 diisiirdiigii ve
ROS’lar1  temizleyebilecegi disiinilmektedir. Kanser tedavilerinde antioksidan

takviyesinin viicut direnci agisidan yararli olabilecegi diisiiniilebilir.

Elde edilen bulgular bundan sonra yapilacak bu konudaki arastirmacilara kaynak

ve literatiir bilgisi olarak onerilebilir.
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