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Oz: Bu ¢alismada siklofosfamid (CYP) ile uygulanan ratlarda kan ve serum &rneklerinde Naringin (NA)'in antioksidanlar ve
serbest radikaller tGzerine protektif etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Arastirmamizda yaklasik 200-250 g agirliginda, 40 adet
erkek eriskin Sprague Dawley rat kullanildi ve her bir grupta 8 ratin bulundugu 5 grup olusturuldu. Kontrol grubuna 10 giin
boyunca intra gastrik (i.g.) serum fizyolojik (1 ml) verildi. CYP grubuna 10 giin boyunca i.g. serum fizyolojik verildi ve 10. giin
tek doz intra peritonal (i.p.) CYP (200 mg/kg) enjekte edildi. NA50+CYP ve NA100+CYP gruplarina 10 giin boyunca sirasiyla
serum fizyolojikte ¢6zdirilmis 50 ve 100 mg/kg dozunda i.g. NA uygulandi ve NA'nin son enjeksiyondan sonra tek doz CYP
(200 mg/kg, i.p.) enjekte edildi. NA10O grubuna ise 10 giin boyunca 100 mg/kg dozunda i.g. NA uygulandi. Deneyin 12.
glininde ratlar tiopental sodyum (20 mg/kg) ile anestezi altina alinarak intra kardiyak kan 6rnekleri alindi ve dekapite edildiler.
Ratlardan elde edilen kan ve serum orneklerinde Total Antioksidan Durumu (TAS), Total Oksidan Durumu (TOS), Oksidatif
stres indeksi (OSi) ve 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) parametreleri analiz edildi. CYP'nin ratlarda oksidatif stresi
artirdigl, antioksidanlari baskiladigi ve DNA hasarina yol acgtigi tespit edildi. NA'nin farkli dozlarinin, CYP’nin sebep oldugu
oksidatif stresi baskiladigi, antioksidan miktarini artirdigi ve DNA hasarini dnledigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Naringin, Rat, Serbest radikal, Siklofosfamid.

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

Abstract: In this study, it was aimed to investigate the protective effects of Naringin (NA) on antioxidants and free radicals in
blood and serum samples in rats administered with cyclophosphamide (CYP). In our study, 40 male adult Sprague Dawley rats
weighing about 200-250 g were used and 5 groups were formed with 8 rats in each group. The control group was given to
intra-gastric (i.g.) saline (1 ml) for 10 days. The CYP group was given i.g. saline for 10 days and on the 10th day, a single dose
of intraperitoneal (i.p.) CYP (200 mg/kg) was injected. NA50+CYP and NA100+CYP groups were administered NA at a dose of
50 and 100 mg/kg dissolved in saline for 10 days, respectively and and single dose CYP (200 mg/kg, i.p.) after NA last injection
was injected. On the 12th day of the experiment, the rats were anesthetized with thiopental sodium (20 mg/kg) and intra
cardiac blood samples were taken and they were decapitated. Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS),
Oxidative stress index (OSI) and 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) parameters in the blood and serum samples obtained
from the rats were analyzed. It was determined that CYP increases oxidative stress in rats, suppresses antioxidants and causes
DNA damage. It was determined that different doses of NA suppress oxidative stress caused by CYP, increase the amount of
antioxidants and prevent DNA damage.
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GiRIS

K

doku ve hicrelerin biitinliginin ve biyolojik

anser, hiicrelerin kontrolslz sekilde

c¢ogalmalari ve metastaz yapmasiyla normal

fonksiyonlarin bozulmasina bagli olarak yiksek 6lim
oraniyla karekterize bir hastaliktir (1). Glinumizde
kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi midahale yontemleri kullanilmaktadir.
Kemoterapi ve radyoterapide kanserli hiicrelerin
yaninda saglikh hicreler de zarar gorebilmektedir.
(2). Kemoterapinin asil amaci saglikli hiicrelerin zarar
gormeden timor buyimesini durdurmak veya yok
etmektir. Ancak antineoplastik ilaglarin segici 6zelligi
diisik oldugundan kanser hiicrelerini yok etmekle
beraber saglikh hiicreler lizerine de bazi yan etkiler
gosterebilmektedirler (3).

Bu antineoplastik ilaglardan de
siklofosfamid (CYP)’dir. Nitrojen mustard sinifindaki
ilaglardan olan CYP sitotoksik alkilleyici bir ajan olup,
stk sik

imminosupresif

birisi

timorlerin  tedavisinde
(4,5). cCyp,
ozelliginden dolayl romatoid artrit (6), sistemik lupus

cesitli  malign

kullanilmaktadir
eritematozus ile skloderma gibi otoimmin
hastaliklarin tedavisinde de kullaniimaktadir (7).
deride

yaralari, sistit ve adet siklusunun olmamasi gibi yan

CYP'nin  kusma, bulanti, lezyonlar, agiz
etkileri bulunmaktadir (8). CYP'nin karaciger Gizerine
de olumsuz etkileri bulunmakta olup son yapilan
galismalarda CYP’nin 100 mg/kg dozunun Swiss
lipid
antioksidan

farelerinin karaciger dokularinda

peroksidasyonunu  uyararak  ve
savunmasini azaltarak karacigerde oksidatif strese
neden oldugu belirlenmistir (9). CYP’nin kemoterapi
ve kok hiicre naklinden sonra kullaniminin kardiyak
ve vaskiler toksisiteye neden oldugu belirtilmistir
(10).

Antikanser ilaglarin olasi yan etkilerini ve

olusabilecek oksidatif stresi azaltmak icin bazi
antioksidan ajanlar  kullanilmaktadir. CYP ile
indliklenen organ toksisitelerinde bazi

antioksidanlarin etkileri rapor edilmistir (11-13). Bu
antioksidan etkili bilesiklerden birisi de Naringin
(NA)'dir. NA cesitli meyve ve sebzelerde bolca
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bulunan antioksidan, antiinflamatuvar ve antikanser
etkili flavonoidtir (14).

NA’nin, CYpP
hepatotoksisite ve nefrotoksisitede koruyucu etkili

ratlarda ile  induklenen
oldugu (11,15,16), yine benzer sekilde doxorobucin

ile indiiklenen kardiyotoksisite modelinde de
antioksidan savunma sistemini destekleyerek kalp
dokusu Uzerine de protektif etkilerinin oldugu rapor
edilmistir (17).

Yapilan literatlr taramalari sonucunda, CYP
uygulanan ratlarda total antioksidan durumu (TAS),
total oksidan durumu (TOS), oksidatif stres indeksi
(0Si) ve DNA hasari belirteci olan 8-OHDG (izerine
NA'nin protektif etkileri
rastlanmamistir. Bu bilgiler 1s18inda, CYP uygulanan
ratlarda total antioksidan (TAS), total oksidan (TOS),

oksidatif stres indeksi (OSi) ve DNA hasari iizerine

ile alakali arastirmaya

glcli bir antioksidan ve antiinflamatuvar flavonoid
olan NA’nin etkilerinin arastirilarak literatiire katkida
bulunulmasi hedeflendi.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada deney hayvani olarak yaklasik 200-
250 g agirliginda, 40 adet eriskin Sprague Dawley irki
erkek rat kullanildi ve ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATADEM)’nden temin edildi. Calismamizin deneysel
asamalari ATADEM’de yiritilda ve tim hayvanlar
standart bakim ve besleme sartlarina tabi tutuldu.
Calisma Atatiirk Universitesi Rektérligli Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi
(Karar No: 2016/123).

Calismamizda yeterli 6rnegin saglanabilmesi
icin her bir grupta 8 ratin bulundugu 5 grup
olusturuldu. Kontrol grubundaki ratlara 10 giin
boyunca intra gastrik (i.g.) serum fizyolojik (1ml)
verildi. CYP grubuna 10 giin boyunca i.g. serum
fizyolojik verildi ve 10. giin tek doz intra peritoneal
(i.p.) CYP (200 mg/kg) (15,16).
NA50+CYP ve NA100+CYP gruplarina 10 giin boyunca

sirasiyla serum fizyolojikte ¢ozdirilmis 50 ve 100

enjekte edildi

mg/kg dozunda i.g. NA uygulandi ve son NA
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enjeksiyonunu takiben tek doz CYP (200 mg/kg, i.p.)
uygulandi. NA100 grubuna ise 10 giin boyunca
yalnizca 100 mg/kg dozunda i.g. NA uygulandi. CYP
uygulamasindan 48 saat sonra yani deneyin 12.
giininde ratlar tiopental sodyum (20 mg/kg) ile
anestezi altina alinarak intra kardiyak kan ornekleri
alindi ve servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye
edildi.

Total Oksidan Durum (TOS), Total Antioksidan
Durum (TAS) ve Tayini

Serum TOS ve TAS diizeyleri spektrofotometre
de Total Oksidan Status Test Kiti (Uriin Kodu:
GP81170) ve Total Antioksidan Satus Test Kiti
(RLO017, OK 18082A) kullanilarak tayin edildi. Serum
TAS diizeyleri spektrofotometre de Total Antioksidan
Satus Test Kiti kullanilarak 6l¢tlda.

Oksidatif Stres indeksi (OSi) Hesaplamasi

Oksidatif stres indeksi = (TOS/TAS) x 0,1 formul
ile ilgili hesaplandi ve IU olarak ifade edildi.

8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) Analizi

Serum 8-OHDG duzeyi ticari ELISA kiti (Katalog
No: E-EL-0028) kullanilarak analiz edildi.

istatistiksel Analiz

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

Deney gruplarindaki ratlara ait TOS, TAS, OSi ve
8-OHdG diizeyleri Tablo 1’de verilmistir. TOS, OSi ve
80HdG duzeylerinin  CYP  grubunda
NA100+CYP ve NA100 gruplarina goére oOnemli
dizeyde arttigi belirlendi (P<0.01). TOS ve 8-OHdG

kontrol,

diizeylerinin NA50+CYP grubunda CYP grubuna gore
azaldig) fakat istatistiksel 6nem arz etmedigi tespit
edildi. TAS diizeylerinin CYP grubunda diger gruplara
gore onemli diizeyde disiik oldugu ve NA’nin her iki
TAS duzeylerindeki
Sadece NA’nin 100

dozunun azalmayr anlamli

diizeyde onledigi goralda.
mg/kg’lik dozunun uygulamasinin, kontrole gére TOS
diizeylerini anlamh diizeyde azalttigi, TAS diizeylerini

artirdig1 ve DNA hasarina sebep olmadigi belirlendi.

Tablo 1. Deney gruplarinda serum TOS, TAS, OSi ve 8-OHdG hasari diizeyleri.
Table 1. TOS, TAS, 0S| and 8-OHdG damage levels in experimental groups.

Gruplar TOS ' TAS ' _ osi . 8-OHdG
(n=g) (umol H202 Equil/L) (mmol Trolox Equil/L)  (Arbitrary Unit) (ng/ml)
X+SD X£SD X+SD X£SD
Kontrol 7.2+1.1¢ 2.320.1¢ 0.10%0.04? 3.4+ 0.3°
CYP 44.0+8.0° 1.0+0.4¢ 4.4+0.8" 10.4+2.0°
NA50+CYP 32.049.0° 4.5+1.0° 0.71%0.08° 7.2+ 2.0
NA100+CYP 11.0+2.5° 10.0+3.0° 0.11+0.002? 5.2+ 0.7
NA100 1.5+0.2¢ 25.0£7.0° 0.006+0.000¢ 3.2+ 0.6°

TOS: Total Okisidan Seviyesi, TAS: Total Antioksidan Seviyesi, OSI: Oxidative stress index, 8-OHdG: 8-hydroxydeoxyguanosine. Ayni siitunda farkli harflerle ifade edilen degerlerin

ortalamalari arasinda istatistiksel fark vardir.

TARTISMA ve SONUC

Kemoterapinin asil amaci kanserli hicrenin

biyokimyasal sirecini degistirerek ¢ogalmasini

onlemek ve saglkh hicrelerin zarar gormesini
engellemektir. Ancak antineoplastik ilaglarin segici

ozelligi distik oldugundan, bu ajanlarin kanser
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hicrelerinin yani sira saghkl hiicreler Gzerine de
olumsuz etkileri olabilmektedir. Bu arastirmada bir
antikanser ajan olan CYP’nin ile indiklenen oksidatif
stres ve DNA hasari lzerine glicli antioksidan ve
antiinflamatuvar bir flavonoid olan NA’nin olasi

protektif etkilerinin belirlenmesi amaglandi.
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Shanholtz (18) yaptigi calismada yiksek dozda
kullanilan CYP’nin 6limcul kardiyotoksisiteye neden
oldugunu ortaya koymustur. Gelen ve ark. (19)'nin
yaptigi calismada CYP ile indiiklenen hemorajik sistit
modelinde, antioksidan ve antiinflamatuvar etkili bir
flavonoid olan Rutin uygulamasinin CYP’nin yan
etkilerini 6nemli diizeyde 6nledigi rapor edilmistir.
Demirkaya (20)'nin yaptig calismada ise CYP'nin
Total Antioksidan (TAS) seviyesini azalttigi Total
Oksidan (TOS) seviyesini ise artirdigi gorilmistar.
Rezvanfar ve ark. (21) yaptiklari bir galismada CYP’nin
spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigini, sperm
kalitesinin distuginia ve seminifer tuabdllerin asiri
hasara ugradigini gbzlemlemislerdir. Gore ve ark. (22)
CYP'nin pro-oksidan yapiya sahip oldugunu ve
antioksidan  enzimlerin  aktivitelerini  azaltarak
oksidatif strese neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Carino-Cortes ve ark. (23) NA'nin, bir antikanser ajan
olan olan Daunorubisin ile hepatositlerde ve
kardiyositlerde oksidatif stres sonucu indiiklenen
DNA hasarini 6nledigini belirtmislerdir.

Antineoplastik ilaglarin ylksek doz etkilerini
baskilamak ve oksidatif stresi azaltmak icin bazi
antioksidatif ajanlar kullanilmaktadir. Sengil ve ark.
(23) cyp
Kuersetin’in protektif etkilerini incelemislerdir. Cesitli
doku

antioksidanlarin etkileri rapor edilmistir. Kang ve ark.

ile akciger toksisitesi olusturmus ve

calismalarda hasarlari  lizerine  bazi
(24) yaptiklari galismada Doksorubisin’in neden

oldugu kardiyak hasari antioksidan takviye ile
engelledigini ortaya koymuslardir. Goktepe ve Giinay
(25)'in  yapmis oldugu baska bir calismada ise
antioksidan etkili bir flavonoid olan Kuersetin’in asir
serbest radikal olusumu ile meydana gelen oksidatif
hasari azaltarak antioksidan sistemi giclendirdigi
gorllmustir. Dong ve ark. (26) yaptigi bir calismada
glcli  bir
Doksorubisin’e bagli kardiyotoksisiteyi baskiladigi

ise antioksidan olan Kuersetin’in,

rapor edilmigstir. Aristatile ve ark. (27)'nin yaptigi
calismada ise antioksidan etkili Karvakrol’iin hiicreyi
lipit peroksidasyonuna, oksidatif strese ve DNA
hasarina karsi korudugu

ortaya koyulmustur.

Donmez ve Yetim (7)in yaptig bir calismada ise
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CYP’nin testislerde germ hiicreleri lizerine toksik
etkisi oldugu ve antioksidan ozelligi bulunan E
vitamininin bu toksik etkiyi ortadan kaldirdigi
gorilmuistir. Bayramoglu (28)'nun yaptigi calismada
ise CYP kaynakli hemorojik sistitisin bir antioksidan
olan Silmarin uygulamasi sonucu azaltildig1 tespit
edilmistir. Comba ve ark. (29) ise stresin ratlarda
bobrek fonksiyon testleri elektrolitler ve hematolojik
parametreler Uzerine etkilerini arastirmislardir.

CYP’nin meydana getirmis oldugu yan etkilerle
ilgili daha 6nce yapilan galismalarda yukarida da
tartisildigi tzere hiicre ve doku hasarina neden
oldugu bariz bir sekilde gorilmektedir. Yaptigimiz
calismada Tablo 1’de de gériildiigi gibi TOS, TAS, OSI
ve DNA hasari gibi parametrelerde CYP’nin etkisiyle
belirgin degisiklikler gozlemlenmistir. Yapilan bu
calismada, CYP uygulamasinin TOS, OSi ve 8-OHdG
parametrelerinde 6nemli dlizeyde artisa sebep
olurken, TAS seviyesini ise azalttigi belirlenmistir. 8-
OHdG diizeyleri baglaminda Kontrol grubu ile NA100
grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilememistir.
Fakat TOS ve TAS agisindan ¢ogunlukla gruplar
arasinda istatistiki olarak fark bulunmustur. Tablo 1
incelendiginde NA’nin etkisiyle ise TAS dizeyinin
arttigl gorulmektedir. Bazi arastirmacilar (19,25-28)
antineoplastik ilaglarin olumsuz etkilerini baskilamak
ve oksidatif stresi azaltmak igin Rutin, Kuersetin,
Karvakrol, NA ve Selenyum gibi bazi antioksidatif
ajanlar kullanilmiglardir. Bu arastirmada elde edilen
degerler ve literatarleri  (13,19,30-32)
destekler niteliktedir.

Sonug olarak, bu arastirmada CYP uygulanan
NA'nin  oksidatif baskiladig

antioksidan seviyesini yikselterek protektif etki

sonuglar

ratlarda stresi ve

olusturdugu belirlendi.
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