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ABSTRACT
The current study aims to investigate the protective effects of naringin, one of the natural flavonoids, against in
the lungs damage caused by 5-FU, which is used chemotherapeutically. Thirty Sprague Dawley male rats weighing
200-250 g were used in the study. The rats were randomly selected and divided into the control group, the 5-FU
group and the NA+5-FU group. It was observed that 5-FU caused interstitial fibrosis and congestion in the lung
tissues, thickening due to inflammatory cell infiltration in the inter-alveolar septum, peribronchial lymphoid tissue
hyperplasia and epithelial cell shedding in the bronchioles. It was observed that naringin application alleviated the
histopathological findings in the lung and brought it closer to normal lung tissue histology. It was determined that
5-FU administration increased Bax immunopositivity in the lungs, decreased Bcl-2 immunopositivity, and
naringin administration decreased Bax immunopositivity and increased Bel-2 immunopositivity, similar to the
control group. It was found that TBARS and NO levels increased significantly with 5-FU administration, GSH
level decreased significantly in the lung tissues compared to the control group, and these parameters approached
the levels in the control group in the naringin group. All these findings suggest that naringin administration may
have beneficial effects on 5-FU-induced lung injury.
Keywords: 5-Fluorouracil, Lung, Naringin, Oxidative Stress.
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Ratlarda 5-Fluorouracil ile Indiiklenen Akciger Toksisitesi Uzerine Natinginin Koruyucu Etkileri

oz
Mevcut ¢alismanin amact; kemoterapétik olarak kullanilan 5-FU’nun akcigerlerde olusturdugu hasara karst dogal
flavonoidlerden olan naringinin koruyucu etkilerini arastirmaktir. Calismada 200-250 g agirliginda, 30 adet Sprague
Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar rastgele secilerek Kontrol grubu, 5-FU grubu ve NA+5-FU grubu olarak
ayrildr. 5-Fluorouracilin akciger dokularinda interstisyel fibrozis ve konjesyona, alveoller arast septumda yangisal
hiicre infiltrasyonuna baglt kalinlasma, peribronsiyal lenfoid doku hiperplazisi ile birlikte bronsiyollerde epitelyal
hiicre dokiilmelerine neden oldugu gézlendi. Naringin uygulamasinin ise akcigerdeki histopatolojik bulgulari
hafiflettigi ve normal akciger doku histolojisine yaklastirdigi gézlendi. 5-Fluorouracil uygulamasinin akcigerlerdeki
Bax immunpozitifligini artirirken, Bel-2 immunpozitifligini azalttigi, naringin uygulamasinin ise kontrol grubuna
benzer sekilde Bax immiunpozitifligini azaltip, Bel-2 immiinpozitifligini artirdigy belirlendi. Akciger dokularinda
kontrole kiyasla TBARS ve NO diizeylerinin 5-FU uygulamasi ile anlamlt sekilde arttigi, GSH diizeyinin ise
anlaml sekilde azaldig1, naringin uygulanan grupta ise bu parametrelerin kontrol grubundaki diizeylere yaklastigt
tespit edildi. Tm bu bulgular naringin uygulamasinin, 5-FU kaynakli akciger hasarinda faydal etkiler
gOsterebilecegini diigtindiirmektedir.
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GIRIS

Kemoterapotikler, kanser tedavisinde gerek kombine
gerekse tek olarak kullanian ilaglardir (El-Sayyad ve
ark. 2009). 5-Fluorouracil (5-FU), pirimidin analogu
antimetabolitler icinde yer almaktadir. Timidilat
sentaz enzimini inhibe ederek DNA sentezinde
azalmaya sebep olan ayn1 zamanda da RNA isleme ve
protein sentezine de etki eden sitotoksik bir ajandir
(Sobrero ve ark. 1997). 5-FU’nun meme kanseri,
kolorektal kanser, pankreas kanseri, mide, bas, boyun
karsinomlarinin  sagaltiminda (Alvarez-Cabellos ve
ark. 2007) ayrica topikal olarak bazal hiicreli karsinom
ve aktinik keratozlarin tedavisinde (Love ve ark. 2009)
ve oftalmik cerrahilerde (Wong ve ark. 1991)
kullanilan terapétik bir ila¢ oldugu bilinmektedir.
5-Fluorouracil, sitotoksik etkisini reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) tretilmesiyle sonu¢lanan apoptoz ve
nekroz olaylart ile gosterir (Lamberti ve ark. 2012).
Aynt zamanda antioksidan savunma
mekanizmalarinda azalmaya sebep olmak suretiyle
hiicresel hasara neden olmaktadir. Oksidatif stres
mekanizmast kemoterapi ve radyoterapide kullanilan
o6nemli bir mekanizmadir (Juranek ve Bezek 2005). 5-
Fluorouracil ~ metabolizmast  baglica  karacigerde
gerceklesir ve sonugta a-floro-B-alanin, karbondioksit,
tre gibi bozunma drlinleri meydana gelir (Al
Hamdany ve Al-Hubaity 2014).

5-Fluorouracil uygulamasi sonucunda metabolizmada
hemolitik anemi, trombositopeni, 16kopeni, stomatit,
mukozit ve ishal gibi bazi olumsuz etkiler meydana
gelir  (Stein  ve ark.  2010).  5-Fluorouracil
uygulamalarinin neden oldugu hepatotoksisite (Abdel-
Hamid ve ark. 2011) kardiyotoksisite (Lamberti ve
ark. 2012) ve norotoksisite (Han ve ark. 2008) ile ilgili
olarak cok sayida ¢alisma mevcuttur. Ancak tek basina
uygulanan 5-FU tedavisinin = akciger Uzerindeki
etkilerini ortaya koymak adina yapilan ¢aligmalar sinirl
sayidadir (Al-Hamdany ve Al-Hubaity 2014).
Antikanser ilaglarin organ ve dokular tizerindeki yan
etkilerine engel olmak amactyla dogal etken maddeler
tizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir (Sengiil ve ark.
2017, Choi ve ark. 2011, Raskovi¢ ve ark. 2011,
Matouk ve ark. 2013). Bu amagcla kullanilan dogal
antioksidanlardan olan flavonoidler, meyve ve
sebzelerde dogal olarak bulunan kimyasallardir
(Montanari ve ark. 1997). Flavonoidler, insan saglig
tzerinde olumlu etkileri bulunan, bitkisel kokenli
distik molekiil agirlikli  dogal maddeler olarak
tanimlanmuslardir (Sghaier ve ark. 2011, So ve ark.
1997). Bu dogal kimyasallarin aliniminin kanser gibi
onemli hastaliklarin gelisimini engelledigi
bilinmektedir (Serafini ve ark. 2006). Ayn1 zamanda
antiviral,  antimikrobiyal,  antineoplastik,  anti-
inflamatuar, antitilserojenik, sitotoksik, mutajenik,
antioksidan  6zelliklerinin  de varligr bildirilmistir
(Formica ve  Regelson  1995).  Hiicrelerdeki
antioksidan enzimleri aktive ederek veya hidrojen
atomlarinin transferi mekanizmasiyla reaktif oksijen
tirleri (ROS) ile reaksiyona giren flavonoidler

hastaliklara karst koruyucu 6zellik gosteritler (Orsoli¢
ve ark. 2011, Leopoldini ve ark. 2011).

Naringin, tztimde ve bircok turuncgillerde bulunan
o6nemli ve aktif bir flavonoiddir ve dolayisiyla giicli
bir antioksidan ve serbest radikal stipiiriicii 6zellige
sahip bir bilesiktir (Jung ve ark. 1983, Turgut ve ark.
2016). Naringin, lipofilik &ézellikte oldugu i¢in hicre
zarina  kolayca baglanarak serbest radikallerin
olusumunu en aza indirger ve bu sayede hiicre zatint
korur  (Renugadevi ve Prabu 2009). Ayrica
toksikasyon c¢alismalarinda da naringinin koruyucu
Ozellikler gosterdigi bilinmektedir (Chtourou ve ark.
2015, Lee ve ark. 2004, Hermenean ve ark. 2014,
Singh ve ark. 2004). Kanser tedavisinde verilen
flaglarin  yani  sira  bitkisel kokenli  terapotik
molekiillerin de akciger dahil ¢esitli kanser turlerinde
antikanser potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Bu
molekiiller arasinda anjiyogenez ve timoér nekroz
faktorintin  inhibisyonu dahil olmak tzere farkh
yollardan akciger kanseri tzerine etki ettigi bilinen
naringin de bulunmaktadir (Said-Elbahr ve ark. 2016).
Naringinin hem in vivo hem de in vitro c¢alismalarda
baska dokular tizerine (Adil ve ark. 2015, Kwatra ve
ark.20106) olan anti-inflamatuar 6zellikleri her ne kadar
gosterilmis olsa da akcier hasari tizerine olan etkisini
arastiran ¢alismalar siirhidir (Turgut ve ark. 2016). Bu
nedenle yapmis oldugumuz bu ¢alismada, sicanlara
intraperitoneal olarak uygulanan 5-Fluorouracilin
akciger lzerine toksik etkilerini ve bu toksik etkilere
karst naringinin koruyucu etkilerini histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal duzeylerde
aragtirmay! amagladik.

MATERYAL ve METOT

Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Deney
Prosediirii

Calismamizda Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen
ortalama agirliklar1 200-250 g olan, 30 adet Sprague
Dawley cinsi erkek rat kullaniddi. Ratlara 14 gunlik
deney siiresince 12 saat karanlik/aydinlatma uygulandi
ve hayvanlar sicakligt 22+2°C olarak ayarlanmis olan
odalarda, ad-libitum olarak yem ve taze su bulunan
kafeslerde barindirildi. Ratlar her grupta 10 hayvan
olacak sekilde rastgele secilerek 3 gruba ayrildi
Gruplar agagida belirtildigi gibi olusturuldu (Gelen ve
ark. 2018):

1. grup Kontrol grubu (10 rat): Bu gruptaki ratlara 14
giin boyunca intragastrik (i.g.) gavaj yoluyla 1 ml
serum fizyolojik verildi.

2. grup 5-Fluorouracil (5-FU) grubu (10 rat): Bu
gruptaki ratlara 14 giin boyunca 1 ml serum fizyolojik
i.g. olarak verildi. Dokuzuncu glnden itibaren ise
dencklere 5 glin boyunca 20 mg/kg dozunda 5-FU
intraperitoneal (ip.) olarak uygulandu.

3. grup Naringin+5-Fluorouracil (NA+5-FU) grubu
(10 rat): Bu gruptaki ratlara 14 giin siireyle intragastrik
gavaj yoluyla 100 mg/kg dozunda naringin verildi ve
9. glnden itibaten 5 giin boyunca da 20 mg/kg
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dozunda 5-FU ip. olarak uygulandi (Fouad ve ark.
20106).

Deneysel uygulamalarin  sonunda 15. gin ratlar
intramtskler olarak 50 mg/kg ketamin hidroklorir
(Ketalar, Eczacibagi, Turkiye) ve 5 mg/kg ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Tirkiye) anestezisi
esliginde servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye
edildiler. Ardindan tim sicanlarin akciger dokular
alindi ve dokularin bir kismi histopatolojik ve
imminohistokimyasal  incelemeler icin  hemen
%10luk  formaldehit solisyonu icine konuldu.
Dokulatin geriye kalan kismi ise serum fizyolojik ve
deiyonize suyla yikanip derhal sivi azota alindr ve
biyokimyasal ¢aligmalatin yapilmast amaciyla -80°C’lik
derin dondurucuda muhafaza edildiler.

Histopatolojik Analizler

Alinan akciger dokulart histopatolojik
degerlendirmeler igin 48 saatlik sireyle %107luk
formaldehit ¢ozeltisi icinde tespit islemine tabi
tutuldu. Ardindan akan su altinda yikamaya alinan
dokular, dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek
parafin bloklara gémiuldi. Parafin bloklardan, Leica
RM2125RT  mikrotomu  (Leica  Microsystems,
Wetzlar, Germany) ile 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Histopatolojik incelemeler icin hazirlanan
preparatlar ticli boyama (Crosman’in Modifiye Ettigi
Mallory’nin Uglii Boyamast) yéntemi ile boyanip 1sik
mikroskobu ile incelendi (Nikon Eclipse 150, Tokyo,
Japan) ve fotograflart ¢ekildi.

Immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal incelemeler icin streptavidin-
biotin kompleks metoduna gére uygulamalar yapildi.
Bu amacla pozitif sarjli lamlara, 5 um kalinhginda
alinan kesitler ksilol ve alkol serilerinden gecirildi ve
distile su ile yitkandi. Endojen peroksidaz aktivitesini
ortadan kaldirmak icin kesitler %3’lik hidrojen
peroksitte 10 dakika tutuldu. Daha sonra dokular 2
defa 5 dakika streyle PBS ile yikandi. Ardindan
dokular antijen retrieval igin sitrat tampon
soliisyonunda (pH:6) mikrodalga firinda (500W) 3x5
dakika kaynatildi. Tki kez 5’er dakika PBS ile yikanan
kesitlerin tizerine protein bloklama soltisyonu eklendi
ve oda sisinda 10 dakika bekletildi. Protein blok
soliisyonu kesitlerden uzaklastirildiktan sonra PBS ile
yikanan dokular, antikor dilusyon buffer ile
sulandirilan  anti-Bax (katalog no.sc-7480, dilution
1/100; Santa Cruz, USA) ve anti-Bcl2 (katalog no.sc-
7382, dilution 1/100; Santa Cruz, USA) antikorlart ile
37 °Cde 1 saat sireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 2x5 dk. PBS ile yikanan
dokularda sekonder kit olarak Expose Mouse and
Rabbit Specific HRP/DAP Detection IHC Kit
(Abcam, Katalog no. ab80436) kullanildi. Kromojen
olarak 3,3-diaminobenzidine (DAB) ile muamele
edilen kesitler, 6nce ¢esme suyu ile yitkands, ardindan
Mayer’s hematoksilen ile 45 saniye streyle boyama
islemi  gerceklestirildi. Alkol ve ksilol serileri
sonrasinda  kesitler lamel ile kapatilarak 151k

mikroskobu ile incelendi (Nikon Eclipse 150, Tokyo,
Japan) ve fotograflart gekildi. Immiinohistokimyasal
boyanmanin  degerlendirilmesinde =~ boyanmanin
yayginligi esas alindi. Immiin boyanmanin yayginligi
(0’dan  +3’%¢ kadar sayr ile semi-kantitatif olarak
skotlandi. Immiinohistokimyasal boyanma
yayginliginin derecesi 0 (yok), +1 (az), +2 (orta), +3
(siddetli) olarak degerlendirildi (Kugtkler ve ark.
2020).

Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda alinan akciger dokulart TissueLyzer
1I® (Qiagen, Germantown, USA) ile homojenize
edildi. 10.000 g’de 20 dakika boyunca santrifiij edilen
homojenatlardan, stpernatantlar elde edildi. Oksidan
ve antioksidan parametreler olan Glutatyon (GSH),
Nitrik oksit (NO) ve Tiyobarbitiirik asit reaktif
substans (TBARS) seviyeleri spektrofotometrik
yontem aracihityla belirlendi.

Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS 22.00 istatistik
programit kullanilarak gerceklestirildi. Verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile
incelendi ve verilerin tanimlayici istatistikleri, normal
dagilim gdsteren degiskenler icin ortalama®SD olarak
belirtildi. Biyokimyasal verilerin karsilastirilmast icin
One-way ANOVA-Tukey testi kullandds.
Immunhistokimyasal verilerin analizi icin de Kruskal
Wallis testi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark
bulundugunda, ikili karsilastirmalar Mann-Whitney U
testi ile yapidi p<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait akciger kesitlerinin histopatolojik
incelemesinde, hafif alveolar hipereminin disinda
brons, bronsiyol ve pulmoner interstisyum yapilarinin
normal goriiniimde oldugu tespit edildi (Sekil 1A). 5-
Fluorouracil uygulanan gruba ait akciger kesitlerinde
ise interstisyel fibrozis ve konjesyon, alveoller arasi
septumda yangisal hiicre infiltrasyonuna baglh
kalinlasma, peribronsiyal lenfoid doku hiperplazisi ile
birlikte bronsiyollerde epitelyal hiicre dokiilmeleri
gozlendi (Sekil 1B). NA+5-FU grubuna ait akciger
kesitlerinde ise naringin uygulamasinin akcigerdeki
histopatolojik bulgular1 hafiflettigi ve goriintinin
kontrol grubundaki gériintiiye yakin bir halde oldugu
gorildi (Sekil 1C).

Immiinohistokimyasal Bulgular
Immunhistokimyasal ~boyamada Bax ve Bcl-2
antikorlart ile reaktivite gOsteren pozitif hiicreler
kahverengi olarak gbzlenmektedir. Kontrol grubuna
ait ratlarin akciger kesitlerinde Bax imminpozitifligine
rastlanmazken, 5-FU  grubuna ait  kesitlerde
alveollerde ve interstisyel alanlarda yogun Bax
immiunpozitifligi tespit edildi. NA+5-FU grubunda
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ise naringin uygulamast ile kontrole yakin Bax
immunpozitifliginin  oldugu tespit edildi (p<0,05,
Tablo 1, Sekil 2). Anti-apoptotik proteinler ailesinden
olan Bcl-2 immiinpozitifligi bakimindan kesitler
degerlendirildiginde ise kontrol grubunda alveollerde
ve interstisyel alanlardaki yogun pozitifligin 5-FU
grubuna kiyasla 6énemli Sl¢tide fazla oldugu, naringin
uygulanan gruptaki immunpozitifligin ise 5-FU
grubuna kiyasla fazla, kontrol grubuna kiyasla da az
oldugu tespit edildi (p<0,05, Tablo 1, Sekil 2).

Biyokimyasal Bulgular

5-Fluorouracil — uygulanan  ratlara  ait  akciger
dokusundaki GSH seviyesinin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde distigi
(p<0,0001), naringin uygulanan grupta ise sadece 5-

FU verilen gruba kiyasla anlaml sekilde arttig
(p<0,0001) tespit edildi (Sekil 3).

5-Fluorouracil ~ uygulanan  ratlara  ait  akciger
dokularindaki NO seviyesinin kontrol grubuna kiyasla
anlamlt sekilde arttug (p<<0,001), naringin ile birlikte
5-FU uygulanan sicanlarda ise istatistiksel acidan
6nemli derecede azalmanin (p<0,001) oldugu tespit
edildi (Sekil 4).

5-Fluorouracil uygulanan ratlara ait akciger doku
6rneklerindeki TBARS seviyesinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir sekilde arttigr (p<<0,0001), naringin
ile birlikte 5-FU uygulanan siganlarda ise 6nemli
derecede azalma (p<<0,0001) oldugu tespit edildi (Sekil
5).

‘,. ."’,. T § 3 o > “':‘-, o ", . "‘.'.“.':_ ‘- 5 < W,
Sekil 1: Kontrol (A), 5-FU (B) ve NA+5-FU (C) gruplarina ait akciger dokularinin 151tk mikroskobik gérintisi.
a: alveol, tb: terminal bronsiyol, rb: respiratuar bronsiyol, yidiz: peribronsiyal lenfoid doku hiperplazisi ve alveoller
arast septumda yangisal hiicre infiltrasyonuna bagh kalinlagsma, siyah ok: interstisyel fibrozis ve konjesyon, kirmizi ok:
epitelyal hiicre dékiilmeleri. Boya: Crossman’in Uglii Boyamast. X200.
Figure 1: Light microscopic image of lung tissues belonging to Control (a), 5-FU (B) and NA+5-FU (C) groups. a:
alveolus, tb: terminal bronchioles, rb: respiratory bronchioles, star: hyperplasia in the peribronchiolar lymphoid

tissue and thickening due to inflammatory cell infiltration in the septum between the alveoli, black arrow: interstitial
fibrosis and congestion, red arrow: exfoliated epithelial cells. Stain: Crossman's Triple Stain. X200.

Sekil 2: Kontrol, 5-FU ve NA+5-FU gruplarindaki sicanlara ait akciger dokusunda Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu

gosteren immunohistokimyasal boyama. Ok bast: Immiinpozitif hiicreler. Boya: Streptavidin-Biotin Kompleks.
X200.

19



Figure 2: Immunohistochemical staining showing Bax and Bcl-2 expression in lung tissue belonging to rats in the
Control, 5-FU and NA+5-FU groups. Arrowhead: Immunopositive cells. Stain: Streptavidin-Biotin Complex. X200.

Tablo 1. Akcigerlerde anti-Bax ve anti-Bcl-2 antikorlarina ait immiinopozitiflik skorlatt.
Table 1. Immunopositivity scores of anti-Bax and anti-Bcl-2 antibodies in the lungs.

Gruplar Anti-Bax Anti-Bcl-2
Kontrol 0,81£0,09= 2,58+0,31»
5-FU 2,71£0,22> 0,56+0,13b
NA+5-FU 1,2910,06¢ 2,01£0,19¢

Sonuglar ortalama*SD olarak ifade edilmigtir. *cAyn1 stitundaki farkli harfler istatistik farkliligr ifade etmektedir
(p<0,05).
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Sekil 3: Butiin gruplardaki ratlarin akciger dokularina ait GSH seviyelerini gosteren grafik. (***:p<0,0001, n=10.
Sonuglar ortalama £ SD olarak ifade edilmistir. Hata cubuklari standart sapmay1 géstermektedir.)

Figure 3: For all groups, illustration of levels of GSH in the lung tissues. (***:p<0,0001, n=10, the results were
expressed as meantSD. Error bars indicate standard deviation.)
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Sekil 4: Bitin gruplardaki ratlarin akciger dokularna ait NO seviyelerini gésteren grafik. (**:p<0,001, n=10.
Sonuglar ortalama + SD olarak ifade edilmistir. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.)

Figure 4: For all groups, illustration of levels of NO in the lung tissues. (**:p<0,001, n=10, the results were
expressed as meantSD. Error bars indicate standard deviation.)
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Sekil 5: Bitin gruplardaki ratlarin akciger dokularina ait TBARS seviyelerini gosteren grafik. (***:p<<0,0001, n=10.
Sonuglar ortalama * SD olarak ifade edilmistir. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.)

Figure 5: For all groups, illustration of levels of TBARS in the lung tissues. (***:p<0,0001, n=10, the results were
expressed as meantSD. Error bars indicate standard deviation.)

TARTISMA

Kemoterapi kanser hastalart icin baglica tedavi yolu
olsa da ¢ok ciddi yan etkilere sebep olmasi nedeniyle
terapStik amagla kullanimi sinurhdir (Ramadori ve
Cameron 2010, Naidu ve ark. 2004). Siddetli organ
toksisiteleri tedavinin etkinligini bozarak sag kalimi
olumsuz etkileyebilmektedir (Eren ve ark. 2018).
Onemli bir kemoterapétik ajan olan 5-FU’nun da
toksik etkileri kullanimini sinirlandirmaktadir (Gawish
ve ark. 2013). 5-Fluorouracilin toksik etkilerine karsi
koruyucu 6zellikte olabilecek dogal maddeler ile ilgili
calismalar mevcuttur (Ali 2012, Gelen ve ark. 2017,
Famurewa ve ark. 2019). Yaptugimiz literatlir taramasi
ile 5-FU kullanimmnin hepatotoksisiteye  (Abdel-
Hamid ve ark. 2011), kardiyotoksisiteye  ve
nérotoksisiteye (Lamberti ve ark. 2012, Han ve atk.
2008) yol agugini gosteren calismalar oldugunu
gordik. Ancak 5-FUnun  akciger dokusunun
histolojisi tizerinde ne gibi etkileri oldugunu gosteren
sinirlt sayida bilgiye ulasabildik. Biz de bu amagcla 5-
FU uygulamast ile akciger toksisitesi olusturmayt ve
naringinin bu durum tzerindeki koruyucu etkilerini
gbzlemleyebilmeyi hedefledik.

Akciger kesitlerinin histopatolojik incelemesinde 5-
FU uygulanan grupta interstisyel fibrozis ve
konjesyon, alveoller —arast dokuda  hiicresel
infiltrasyona baglt artis, peribronsiyal lenfoid doku
hiperplazisi ile bitrlikte bronsiyollerde epitelyal hiicre
dokilmeleri gézlemledik. 5-Fluorouracilin  akciger
dokusunda neden oldugu yapisal degisiklikler arasinda
amfizem olgusunun gelistigini, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve interstisyel fibrozisin meydana
geldigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Al-Hamdany
ve Al-Hubaity 2014a, Al-Hamdany ve Al-Hubaity
2014b). Farklt bir calismada 5-FU verilen farelere ait
akcigerlerde konjesyon, kanama ve mononikleer
hiicre infiltrasyonu nedeniyle interalveolar septada
kalinlasma oldugu gosterilmistir (Al-Jawaly ve Al-Sadi

2017). 5-Fluorouracil grubunda g&zlemledigimiz
terminal bronsiyollerin etrafindaki inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve bronglarin etrafindaki bag dokusu
artist bleomisin gibi baska kanser ilaclariyla yapilan
calismalarda da gorilmistir (Grande ve ark. 1998,
Hay ve ark. 1991). Bu durum verilen ila¢ nedeniyle
dokuda bozulmalarin bagladigint  ve  dolayisiyla
ortamdaki inflamatuar hiicre infiltrasyonunun artigini
aciklamaktadir. Akciger fibrozisinin patofizyolojisinde
ve patogenezisinde rol oynayan ana nedenlerin
basinda reaktif oksijen tirevleri gelmektedir (Dani ve
ark. 2004, Bhandari ve Bhandari 2007).
Fibroblastlarin, ekstraselliiler matriks ve kollajen lif
sentezinden ve salgilanmasindan sorumlu oldugu da
bilinmektedir (Gien ve Kinsella 2011). Gortstimiize
gore, 5-FU tarafindan  induklenen = ROS,
fibroblastlarin  aktivitesinde artisa; dolayisiyla da
interstisyel bosluklarda daha sonra fibréz dokuya
doniisecek olan kollajen lif ve ekstraselliiler matriks
artisina yol agmus olabilir.

Naringin+5-Fluorouracil ~ grubuna  ait  akciger
kesitlerinde ise naringin uygulamasinin akcigerdeki
histopatolojik bulgulart hafiflettigi ve goériintinin
kontrol grubundaki gbriintiye yakin bir hale geldigi
gorildi. Turgut ve ark’nin  ratlarda bleomisin
kaynakli akciger hasarina karst naringinin koruyucu
etkilerini arastirdiklart doza bagimli bir calismada,
naringin  uygulamast  ie  akciger = dokusunda
inflamasyon bulgularinin  azaldigini  géstermislerdir
(Turgut ve ark. 2016). Chen ve arkadaglarinin
farelerde paraquat kaynaklt akut akciger hasart tzerine
yapmus olduklart ¢calismada da naringin uygulamasinin
akcigerde meydana gelen hasarlara karst koruyucu
nitelikte oldugu gosterilmistir (Chen ve ark. 2013). Liu
ve arkadaslarinin fareler tzerinde yaptgt calismada,
LPS uygulamast nedeniyle meydana gelen akut akciger
hasarina  baglt histopatolojik  bulgularin  naringin
uygulamast ile 6nemli Sl¢lde iyilestigi gOsterilmistir
(Liu ve ark. 2011). 5-Fluorouracil uygulamas: ile
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stiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
tirevlerinin arttugt dolayistyla akcigerde fibrozisin
gelistigi  bildirilmektedir. Bu durum toksik etkileri
sebebiyle ~ 5-FU’nun  sitokin  dlzensizligi  ve
inflamasyona ~ neden  olmast, fibroblastlarin
aktivasyonuyla da kollajen iretiminin artmast ile
aciklanabilir (Dani ve ark. 2004). Calismamizda 5-FU
grubunda gozlemledigimiz interstisyel fibrozisin
naringin uygulamast ile 6nemli Ol¢lide azaldigini
gordik. Bu durum  naringinin, akcigerlerde
inflamatuar hiicre birikimini ve dolayistyla fibrozisi
engellenmesi gibi olast mekanizmalarla actklanabilir.
Apoptoz, asirt ROS seviyesinden kaynaklanan ve
hiicrede inflamatuar fazin proliferatif faza aniden
degistigini gosteren bir belirtectir. Apoptoz stirecinde
kaspaz ailesi proteinlerinden olan Bax ve Bcl-2
proteinlerinin miktarlarinda degisimler meydana gelir
(Cui ve ark. 2018). Bax proapoptotik bir protein iken
Bcl-2 antiapoptotik &zelliktedir (Coskun ve Ozgiir
2011). Calismamizda 5-FU grubuna ait kesitlerde
yogun Bax immiinpozitifligi tespit edilirken, NA+5-
FU grubunda ise Bax immunpozitifliginin ¢ok diistik
oldugu gérildi  (p<0,05). Bcl-2 immunpozitifligi
bakimindan kesitler degerlendirildiginde ise kontrole
gore 5-FU grubunda immiinpozitifligin 6nemli él¢tide
az oldugu,  naringin = uygulanan  gruptaki
immunporzitifligin ise 5-FU grubuna kiyasla fazla,
kontrol grubuna kiyasla da az oldugu tespit edildi
(p<0,05). Gelen ve arkadaglarinin yaptig, 5-FU
uygulamasinin rat karacigerinde meydana getirdigi
hepatotoksisite ile ilgili c¢alismada antiapoptotik
protein olan Bcl-2 ekspresyonunun, 5-FU uygulanan
grupta kontrol grubuna gére daha distik yogunlukta
oldugu gosterilmistir (Gelen ve ark. 2017). Rashid ve
arkadaslarinin ratlar tzerinde yapmus oldugu 5-FU
kullanimina baglt bobrek toksisitesi ile ilgili ¢calismada
da, 5-FU uygulanan gruptaki bobrek kesitlerinde Bel-
2 cekspresyonunun O6nemli  Slgiide azaldig, Bax
imminporzitifliginin  ise  6nemli dizeyde arttg
gOsterilmistir  (Rashid ve ark. 2014). Gan ve
arkadaglart 5-FU uygulamasi ile bagirsak mukoza
iltihabt olusturduklart rat modelinde, Bax ve Bcl-2
mRNA  ekspresyonunu  analiz  etmis ve 5-FU
grubunda Bax mRNA ifadesinin 6nemli diizeyde
artuging, Bel-2 mRNA ifadesinin ise 6nemli diizeyde
dustigini gostermislerdir (Gan ve ark. 2020). Bu
sonuglar, naringinin histopatolojik yénden gosterilmis
olan koruyucu etkisini, iltthaplanma ve apoptozun
ortadan kaldirllmast  Uzerine de oldukca etkili
oldugunu  immiunohistokimyasal acidan da
gostermektedir.

Organizmada var olan antioksidan savunma sistemi,
viicudu ROS kaynakli hiicre hasarina karst koruyan
o6nemli bir sistemdir (Gelen ve ark. 2017). Oksidatif
stres, artan ROS {retiminin veya antioksidan
savunmanin azalmastnin bir sonucu olarak ortaya
cikabilir. 5-Fluorouracil uygulamasi ile karaciger ve
bobreklerde ROS artisinin ve 6nemli antioksidan
enzimlerden olan GSH aktivitesinde azalmanin
meydana geldigi bildirilmektedir (Gelen ve ark. 2018).

Ayrica 5-FU uygulamast ile akcigerlerde reaktif
oksijen tlrevlerinin arttif1 ve oksidatif stres kaynakli
hasarin gelistigi (Al-Hamdany ve Al-Hubaity 2014a)
ve bu durumun akcigerlerde, antioksidan savunma
mekanizmasini  inaktive ederek oksijene duyatrh
htcrelerin  6limtne ve tipik bir alveolar hiicre
hasarina neden olabilecegi gosterilmistir (Teixeira ve
ark.  2008).  Yapilan  calismalarda  antiviral,
antikanserojen, hepatoprotektif, kardiyoprotektif ve
noroprotektif etkileri oldugu  gésterilmis  olan
naringinin ise si¢can akcigerlerinde antioksidan seviyeyi
artirarak  doksorubisin  kaynakli  oksidatif  stresi
durdurdugu bildirilmistir (Jagetia ve ark. 2018).
Glutatyonun akcigerin  antioksidan savunmasinda
kritik bir 6neme sahip oldugu ve bilhassa solunum
yolu epitelinin oksidatif hasardan ve inflamasyondan
korunmasinda  vazgecilmez  bir  yeri  oldugu
gosterilmistir. Glutatyon seviyesindeki dengesizlikler,
inflamatuar akciger hastaliklarinda  proinflamatuar
genlerin transkripsiyonuna yol agmaktadir (Ozyurt ve
ark. 2007). Mevcut calismamizda 5-FU uygulanan
sicanlara ait akciger dokularinda GSH seviyesinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalmanin
oldugunu, naringin  uygulamasiyla ise GSH
seviyesinde artisin meydana geldigini tespit ettik. Bu
durum 5-FU uygulanan sican akcigerlerinde hasar
meydana geldigini, naringinin de bu durum tzerinde
koruyucu etkiye sahip oldugunu géstermektedir.
Serbest radikal tiirevlerinden biri olan nitrik oksit,
organizmada aynt zamanda peroksinitrit anyonu ve
hidroksil radikali gibi ¢ok etkin baska radikallerin de
uretilmesine neden olur. Bu radikaller dokulara zarar
vermektedir ve dogrudan dogruya mitokondriyal
solunum zincirini de inhibe etmekteditler (Yilmaz ve
Fatmagtl 2010). Giri ve ark. yapmis olduklar
calismada bleomisin kaynakli akciger fibrozisinin
patogenezisinde nitrik oksit Gretiminin rol oynadigint
tespit etmislerdir (Giri ve ark. 2002). Yapilan bagka
calismalarda da 5-FUnun endojen nitrik oksit
olusumu tzerindeki indikleyici etkisi tespit edilmistir
(Yin ve ark. 2007, Leitdo ve ark. 2007). Calismamizda
5-FU grubunda kontrol grubuna kiyasla arttigini tespit
ettigimiz nitrik oksit seviyesi, 5-FU uygulamast ile
histopatolojik olarak da tespit ettigimiz akciger
hasarint ve oksidatif stresin olustugunu biyokimyasal
olarak da gostermis oldu. Bununla birlikte, 5-FU ile
birlikte naringin uygulamasinin akciger dokularindaki
nitrik oksit seviyesinde 6nemli 6lgiide diistise sebep
oldugunu tespit ettik. Bu durum da bize naringinin 5-
FU kaynakli akciger hasarina karst antifibrotik
etkilerinin yant sira serbest radikallerin neden oldugu
hasari, oksidatif stresi hafifleterek ve inflamasyonu
iyilestirerek gerceklestirdigini géstermektedir.
Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu genellikle
ROS olusumunun ve oksidatif stresin sonuglarindan
biridir ~ (Eskandari ve  ark.  2015). 5-FU
uygulamasindan sonra gézlenen oksidatif stres, lipid
peroksidasyonunda  artisa  neden  olmaktadir
(Santandreu ve ark. 2011). 5-FU uygulanan ratlara ait
kalp dokusunda  (Eskandari ve ark. 2015),
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hamsterlarda 5-FU ile indiklenen oral mukozit
olgusunda (Yoshino ve ark. 2013) ve yine ratlara
verilen 5-FU ile karaciger ve bdébreklerde lipid
peroksidasyonunda artis oldugunu gésteren ¢alismalar
mevcuttur (Gelen ve ark. 2018). Biz de calismamizda
lipid  peroksidasyonunu  gostermek  amaciyla
akcigerlerde =~ TBARS  seviyesinin  Ol¢imiini
gerceklestirdik. TBARS seviyesi 5-FU grubunda diger
gruplara oranla oldukc¢a yitksekti. Bu durum da yine
bize 5-FU’nun akcigerlerde antioksidan savunma
sisteminde hasara ve lipid peroksidasyonunda artisa
neden oldugunu gésterdi. Naringin uygulanan grupta
TBARS seviyesinde meydana gelen anlamli diizeydeki
azalma  naringinin  oksidatif stresi ve lipid
peroksidasyonunu azalttigini géstermekteydi.

Mevcut galismamiz, histopatolojik,
immiinohistokimyasal degerlendirmeler ve
biyokimyasal testler sonucunda, sicanlarda 5-FU ile
indiiklenen akciger hasarina karst naringinin koruyucu
etkilerini géstermektedir.

Sonu¢ olarak 5-FUnun akciger dokusunda oksidan
antioksidan dengeyi bozarak hasara neden oldugu,
inflamasyonu artirdift  gbzlenmis, naringinin ise
antioksidan ve anti-inflamatuar etki gbstererek 5-FU
kaynaklt bu hasart azalttigt tespit edilmistir. Konu ile
ilgili yaplacak ileri diizey galismalar ile 5-FU kaynakl
akciger hasarint azaltmada ya da engellemede
naringinin alternatif tedavi yoéntemi olarak yerini
alacagt ve konuyla ilgili farkli calismalara katki
saglayacagt dustinilmektedir.
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