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Oz: Bu calismada Cyclophosphamide (CYP) uygulamasi yapilan ratlarda karaciger enzimleri (Aspartat aminotransferaz (AST),
Alanin aminotransferaz (ALT), Alkalen fosfataz (ALP) ve histopatolojisi Gzerine Naringin’in protektif etkilerinin arastirilmasi
amaglanmaktadir. Arastirmamizda yaklasik 200-250 g agirliginda, 40 adet erkek erigkin Sprague Dawley irki rat kullanildi ve 5
grup olusturuldu. Karaciger enzimlerinin analizleri otoanalizorde ve spektrofotometrede yapildi. Hematoksilen eosin ile
boyanan karaciger doku 6rnekleri 15tk mikroskobunda incelendi. CYP'nin ratlarda hepatotoksiteye yol actigl ve karaciger
enzimlerini artirdigi gorildi. AST, ALT ve ALP degerleri Kontrol grubunda 58+11, 3248, 38+6; CYP grubunda 237142, 168+44,
74+11; Naringin 50+CYP grubunda 223433, 158+42, 62+9; Naringin 100+CYP grubunda 117425, 107+24, 48+8; Naringin 100
grubunda ise 5449, 31+7, 3616 sirasiyla olarak bulundu. Kontrol grubundan elde edilen degerlere gére CYP verilen gruplarda
ki AST, ALT ve ALP degerlerinin tamaminda P<0.001 diizeyinde artis s6z konusudur. CYP’'nin karaciger dokusunda olusturdugu
dejeneratif ve nekrotik doku hasarinin Naringin’in etkisiyle dozlara bagh olarak azaldig1 saptandi. Sonug olarak, Naringin’in
farkh dozlarinin, CYP ile indiklenen hepatotoksisitede protektif etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Cyclophosphamide, Histopatoloji, Karaciger Enzimleri, Naringin, Rat.

Protective Effects of Naringin on Liver Enzymes (AST, ALT, ALP) and
Histopathology in Cyclophosphamide-Induced Rats

Abstract: In this study, it is aimed to investigate the protective effects of Naringin on liver enzymes (Aspartate
Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase (ALT), Alkaline Phosphatase (ALP) and histopathology in CYP-induced rats.
In our study, forty male adult Sprague Dawley rat weighing approximately 200-250 g were used and 5 gropus formed. Analyzes
of liver enzymes were done in auto analyzer and spectrophotometer. The liver tissue samples stained with hematoxylin eosin
were examined by light microscopy. CYP was found to cause hapatotoxicity and showed increased liver enzymes in rats. AST,
ALT and ALP values were 58+11, 3218, 38+6 in the control group; 237442, 168+44, 74+11 in the CYP group; 22333, 158142,
6219 in the Naringin 50+CYP group; 117425, 107424, 48+8 in Naringin 100+CYP group; 54+9, 31+7, 3616 in the group of
Naringin 100 were found respectively. According to the values obtained from the control group, there is an increase of
P<0.001in all of the AST, ALT and ALP values in CYP-treated groups. Degenerative and necrotic tissue damage caused by CYP
in the liver tissue was found to be reduced as dose-dependent with effect of Naringin. In conclusion, different doses of
Naringin were determined to be protective effective for CYP-induced hepatotoxicity.

Keywords: Cyclophosphamide, Histopathology, Liver Enzeymes, Naringin, Rat.
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GiRiS

G

kontrolsiiz buyumesi ve hizli bir sekilde yayilimidir.

Unimiizde en yaygin hastaliklardan biri olan

kanser, DNA hasari sonucunda hiicrelerin
Bu hastalik somatik genetik hastaliklarin en karmagik
ve yaygin olmasiyla da ayri bir 5Sneme sahiptir. Kanser
hicrelerini normal hiicrelerden farkli kilan nokta
sinirsiz boélinmeleri sonucunda toplanip tiimorleri
olusturmalari ve bu timorlerin normal dokulari
stkistirarak zarar vermeleridir. Kanserli hiicreler bu
timorlerden ayrilirlarsa metastaz dedigimiz olayla
kan ya da lenf yoluyla viicudun baska bdlgelerine
gidip, tekrar timor olusturarak biylimeye devam
ederler (1,2).

Kanser tedavisinde farkh tedavi yontemleri
uygulanmakta olup, cerrahi, ilagla (kemoterapi) ve
Isinla tedavi (radyoterapi) yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Neoplastik hiicreler 6ncelikle
cerrahi ya da radyasyon tedavisiyle azaltiir veya
gelisimi  yavaslatiimaya ¢alsihr. Daha sonra
kemoterapi, immunoterapi ya da bu iki tedavi
seklinin birlikte uygulanmasi ile stire¢ devam eder.
Kemoterapinin uygulanmasinin temel amaci, saglikh
korunmasini kanserli

hicrelerin saglayarak

hicrelerin  olusturdugu timérlerin  blylmesini
yavaslatmak ve hatta yok etmektir. Kanserin ilagla
bir ilag

CYP g¢ok etkili

tedavisinde kullanilan tirtde

Cyclophosphamide (CYP)'dir. ve
sitotoksik ©zellik tasiyan bir antikanserojen ajandir.
Klinik kullanimda genis spektruma sahip olmasina
ragmen, CYP’nin ¢oklu organ toksisitesine neden
oldugu bilinmektedir (3). CYP, ¢ocuklarin akut
lenfositik 16semisi, meme kanseri, kiiglik hiicreli olan
veya olmayan akciger kanseri, pediatrik solid
timorler, c¢ocuklarin nefrotik sendromu, multipl
myeloma, romatoid artit tedavisinde ve kemik iligi
nakillerinde sikg¢a kullanilmaktadir (4-7).
Kemoterapotik ajanlarin uygulamasi sirasinda
kullanilan onemi kadar, bu

ilaglarin ilaglarin

etkilerinin artmasini ya da azalmasini saglayan
bir

parcasidir. Son dénemlerde antineoplastik ilaglarin

maddeleri bilmek de bu tedavinin 6nemli
sitotoksik etkilerini en az dizeye indirmek amaciyla
bitkisel kokenli bilesiklerin kullanildigi ¢alismalarin
sayisi giderek artmaktadir (8,9). Bu amagla kullanilan
bilesiklerden birisi de Naringin’dir. Naringin’in
antililser, antimikrobiyal, antimutajenik, stperoksit
slplrich ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu
gosterilmistir (10-13). Naringin maddesi, ilag-ilag
etkilesimine neden olabilecek CYP3A4 ve CYP1A2 de
dahil olmak Gzere bazi ilag metabolize sitokrom P450
enzimlerini inhibe etmektedir (14). Kanser tedavi
sureci ve etkilerinin daha iyi anlasiimasi igin birgok
organ Uzerinde  arastirma  yapilmistir  ve
yapilmaktadir. Yapilan literatiir galismalarinda da
CYpP toksisitesi Uzerine

ratlarda ile karaciger

Naringin’in protektif etkilerini arastiran vyeterli
diizeyde bilimsel bilgiye de rastlanilmamistir.

Bu calismada CYP uygulamasi yapilan ratlarda
karaciger enzimleri (Aspartat aminotransferaz (AST),
Alanin aminotransferaz (ALT), Alkalen fosfataz (ALP))

ve histopatolojisi lizerine Naringin’in  protektif

etkilerinin  arastirlmasi  ve literatiire katkida
bulunmasi amaglanmaktadir.
MATERYAL ve METOT

Bu g¢alismanin hayvan materyali Atatirk

Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edildi. Hayvanlara ¢alisma
suresince uygun kosullarda bu merkezde bakildi ve
canli materyal Uzerindeki islemlerin tamami bu
merkezde  gergeklestirildi. Calisma Ataturk
Universitesi Rektérliigli Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Karar No: 2016/121).
Arastirmada deney hayvani olarak yaklasik 200-250 g
agirhginda, 40 adet erigkin Sprague Dawley irki erkek
rat  kullanildi.  Gruplarda

yeterli  Ornegin
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saglanabilmesi icin her bir grupta 8 rat kullanildi ve 5
grup olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Deneysel gruplar ve gruplardaki deney
hayvani sayilari.

Table 1. Experimental groups and the number of
experimental animal in groups.

Sar;gl Grup isimleri Hsaa»;x;n
Grup 1 Saglikh (Kontrol) 8
Grup 2 CYP (200 mg/kg) 8
Grup 3 Naringin 50+CYP 8
Grup 4 Naringin 100+CYP 8
Grup 5 Naringin 100 8

TUm hayvanlar standart bakim ve besleme
sartlarina tabi tutuldu. Grup 1’e 10 giin boyunca intra
gastrik (i.g.) serum fizyolojik (1ml) verildi. Grup 2’'ye
10 giin boyunca i.g. serum fizyolojik verildi ve 10. glin
tek doz intra peritoneal (i.p.) CYP (200 mg/kg) enjekte
edildi. Grup 3 ve 4’e 10 giin boyunca sirasiyla serum
fizyolojikte ¢ozdirilmuis 50 ve 100 mg/kg dozunda
i.g. Naringin uygulandi ve 10. gun Naringin
enjeksiyonundan sonra tek doz CYP (200 mg/kg, i.p.)
uygulamasi yapildi. Grup 5’e ise 10 giin boyunca
yalnizca serum fizyolojikte ¢oézdirilmis 100 mg/kg
dozundai.g. Naringin 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 edildiler. Elde edilen
kan ve serum orneklerinde karaciger enzimlerinin
analizleri enzimatik kinetik olarak Abot marka AST ve
ALT kitler kullanilarak otoanalizérde ve ALP diizeyi ise
Kolorimetrik yontemle 405 nm dalga boyunda
spektrofotometreyle

olglldu. Histopatolojik

inceleme igin hazirlanan preparatlar hematoksilen-
eozin (HE) ile boyanip 1stk mikroskobu (Leica DM
1000, Germany) ile incelendi (15).

istatistiksel Analiz

Galismalar 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. P<0.05 degeri anlamh

olarak kabul edildi.

BULGULAR

Galisma sirasinda intra peritoneal CYP ve serum
fizyolojik uygulanirken ratlarin huzursuz, gergin,
saldirgan ve korku iginde olduklari gorilda.
Huzursuzluga bagh olarak ratlarda diski ve idrar
kagirmalarindan dolayi rektal bolgelerinin kirlendigi
saptandi. Kontrol grubundaki ratlarin davranislari,
serum fizyolojik uygulanmasinin ardindan normale
dondi. CYP uygulanmasinin  ardindan deneme
gruplarindaki ratlarin hipoaktif, depresif bir davranis
sergiledikleri tespit edildi. Ratlarin hareketsiz kaldigi,
ve

ayaklarini  karin bolgesine dogru cektikleri

kuyruklarini  bacak aralarina ve vicutlarina
yapistirdiklari gorilda.

Calismadan elde edilen karaciger enzim
degerleri asagidaki tabloda verilmektedir (Tablo 2).
Tablo 2’de goérildugi gibi AST, ALT ve ALP degerleri
siraslyla Kontrol grubunda 58+11, 32+8, 3816; CYP
grubunda 237442, 168144, 74+11; Naringin 50 + CYP
grubunda 223133, 158+42, 6219; Naringin 100 + CYP
grubunda 117+25, 107+24, 48+8; Naringin 100
grubunda ise 5419, 31t7, 3616 olarak bulundu.
Kontrol grubundan elde edilen degerlere gore CYP
verilen gruplarda ki AST, ALT ve ALP degerlerinin

tamaminda P<0.001 dizeyinde artis s6z konusudur.
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Naringin 50+CYP ve Naringin100+CYP verilen 2
gruptaki degerlerden bazilari yalnizca CYP verilen
degerlere gore istatistiki baglamda anlamli olmak
Uzere ¢ok azalmistir (P<0.05). Naringin 100
grubundan elde edilen veriler Kontrol grubu degerleri
ile birbirine ¢ok yakin ve istatistiki baglamda da

anlamsizdir.

Tablo 2’de de gorildigu gibi AST/ALT orani

Kontrol Grubunda 1.81; CYP grubunda 1.41;

Naringin50+CYP grubunda 1.41; Naringin 100+CYP
grubunda 1.09; Naringin 100 grubunda ise 1.74

olarak bulundu.

Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplarinda serum AST, ALT ve ALP enzimlerinin diizeyleri.
Table 2. The levels of serum AST, ALT and ALP enzymes in control and experimental groups.

Aspartat
Aminotransferaz

Alanin
Aminotransferaz

Alkalen Fosfataz

Deney Gruplar (AST) (U/L) (ALT) (U/L) O(r?;-l?r’rgl;{rl-s)t Agtﬁ;llj
Ortalama # St. Ortalama # St. o
Sapma
Sapma Sapma

Kontrol 58+11° 32182 38+ 6? 1.81
CYp 237442° 168+44" 74+ 11° 1.41
Naringin 50+ CYP 223+33b 158+42° 62+ 9° 1.41
Naringin 100+CYP 117425¢ 107+24° 48+ 8¢ 1.09
Naringin 100 54192 31+7°2 36+ 6° 1.74
Ayni siitundaki farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasi fark istatistik olarak énemlidir. ¢ : P<0.05, P b< : P<0.001.

Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve Naringin 100 gruplari: Karaciger
dokulari incelendiginde normal histolojik yapida
oldugu tespit edildi (Sekil 1-A, E). CYP Grubu: Bu
ratlarin  karaciger  dokulari

grupta  bulunan

incelendiginde,  0Ozellikle  periasiner  bolgede
hepatositlerde siddetli hidropik dejenerasyon ve
koagulasyon nekrozu, sinilizoidlerde dilatasyon ve
hiperemi gorulda (Sekil 1-B). Portal bolgede ise hafif
mononikleer hicre infiltrasyonu ve damarlarda

dilatasyon ve hiperemi tespit edildi.

Naringin 50+CYP Grubu: Bu gruptaki ratlarin
karaciger dokulari incelendiginde, periasiner bolgede
hepatositlerde orta diizeyde hidropik dejenerasyon
ve ¢ok az sayida nekrotik hepatosite rastlandi (Sekil
1-C).

Naringin 100+CYP Grubu: Bu gruptaki ratlarin
karaciger dokulari incelendiginde, periasiner bélgede
az sayida hepatositte hidropik dejenerasyon gorild.
Fakat ratlanmadi.

nekrotik hepatositlere hig

Damarlarda hafif hiperemi tespit edildi (Sekil 1-D).
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Sekil 1. Karaciger dokusu, A-E, Kontrol ve Naringin 100 Gruplari, normal histolojik gériinimi; B, CYP Grup,
Periasinar bolgede siddetli hidropik dejenerasyon (oklar) ve koagulasyon nekrozu (ok baslari), siinlizoidlerde
dilatasyon ve hiperemi; C, Naringin 50+CYP Grup, orta diizeyde hidropik dejenerasyon (oklar); D, Naringin
100+CYP Grup, ¢ok az sayida hepatositte hidropik dejenerasyon (oklar), H&E, Bar: 20um.

Figure 1. Liver tissue, A-E, Control and Naringin 100 groups, normal histological appearance; B, CYP goup, severe
hydropic degeneration in the Periacinar region (arrows) and coagulation necrosis (arrowheads), dilatation and
hyperemia in sinusoids; C, Naringin 50+CYP group, middle level hydropic degeneration (arrows); D, Naringin
100+CYP group, hydropic degeneration at very little number in hepatocytes (arrows), H&E, Bar: 20um.
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TARTISMA ve SONUC

Kanser tedavisinde kemoterapinin
uygulanmasinin temel amaci, saghkh hicrelerin
korunmasini saglayarak kanserli hiicrelerin

olusturdugu timorlerin biylimesini yavaslatmak ve
hatta yok etmektir. Kanser tedavisinde CYP yaygin
olarak kullanilan antikanser ajanlardan birisidir.
Vicudumuzda pek ¢ok

organda  fonksiyon

bozukluguna yol agan kanser, karacigerin
fonksiyonlari ve karaciger enzimleri lizerine de
onemli etkiler yapmaktadir. CYP uygulanan ratlarda
Naringin’in karaciger Uzerine etkilerinin arastirildig
¢alismalara yeterince rastlaniimamaktadir (16-18).
CYP’nin kusma, bulanti, deride lezyonlar, agiz
yaralari, sistit, adet siklusunun olmamasi gibi yan
etkileri bulunmaktadir. Ayrica CYP’nin gonadal
toksisiteye (16), anemi ve noétropeniye, yiliksek
birlikte

akut

dozlarda olimcil kardiyomiyopati ile

kardiyak dekompenzasyon gibi
kardiyotoksisiteye (17), kok hiicre naklinden sonra
kullaniminin kardiyak ve vaskiiler toksisiteye neden
oldugu belirtilmistir (19). Nefrotoksisite, CYP’nin en
sik karsilasilan yan etkilerinden birisidir (20). CYP’nin
(MDA)

artirarak ve antioksidan savunmayi

karaciger dokularinda  malondialdehit
seviyelerini
azaltarak oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir
(21). Antikanser ilaglarin olasi yan etkilerini ve
olusabilecek oksidatif stresi azaltmak

antioksidatif

icin bazi

Cesitli
¢alismalarda CYP ile indiiklenen hasar lizerine bazi

ajanlar  kullanilmaktadir.
antioksidanlarin etkileri rapor edilmistir (22-24).
Celebi ve ark. (22) idrar kesesi Uzerine CYP’nin
etkilerini arastirmislardir. Sengiil ve ark. (23) ise CYP
ile akciger toksisitesi olusturmus ve Quercitin’in
bir
¢alismada ise Gelen ve ark. (24) CYP ile olusturulan

protektif etkilerini incelemislerdir. Benzer

kardiyotoksisite Uzerine Quercitin’in  koruyucu

etkilerine bakmiglardir.

Ratlarda ki AST, ALT ve ALP dizeyleri ve
karaciger hasarlari lizerine bazi arastirmalar
yapilmistir (25-28). Bu arastirmacilardan Agrawal ve
Gupta (25), 1si ve ACTH stresinin karaciger hasari

Uzerine farkll c¢alismalarda etkisini, yine benzer

sekilde Gencer ve Cinar (28) ACTH kullanilarak

olusturulan stresin karaciger enzimleri {izerine

etkilerine bakmiglardir. Diger arastirmacilar ise
alkolun karaciger hasarina etkisine ve AST, ALT ve ALP
Gzerine etkilerini arastirmislardir (29-34).

Agrawal ve Gupta (26) IsI stresine maruz
birakilan ratlarda huzursuzluk, kafes igerisinde asiri
kosma hareketleri, sik sik idrar yapma, salya akitma,
uyusukluk, hipoaktivite ve depresyon olgularini
gozlemlemislerdir. Arastirmamizda CYP uygulanan
gruplardaki ratlarda da benzer davranis hareketleri
gozlendi. Yine ayni arastirmacilar 1si stresinin
organizmaya zarar verdigini ve stresin siresi arttik¢a
hasarin da arttigini belirtmektedirler (27).

Gencer ve ark. (28) ACTH ile olusturulan stresin
ratlarda karaciger enzim degerlerini 6nemli dlglide
yukselttigini ifade etmislerdir. Ratlarda yapilan bir
baska ¢alismada ise Zaidi ve ark. (35) streste A, E ve C
vitamininin etkilerini

arastirmiglar ve karaciger

Uzerindeki  etkilerini incelemislerdir.  Karaciger
enzimlerinden AST’de artis oldugunu saptamiglardir.

Alkoliin karaciger enzimleri Uzerine etkilerinin
arastinldigi calismalarda; Nishimura ve Teschke (31),
Teschke ve ark. (32) ve Ascioglu (29) serum AST ve
ALT aktivitesindeki artisi, Glinsukon ve ark. (33)
serum ALT aktivitesinde artigi, serum AST
aktivitesinde azalmayi bildirmistir. Ayrica Ishii ve ark.
(34)

olmadigini

serum ALT aktivitesinde bir degisikligin
farkli
bildirimlerine karsin, artik glinimizde AST ve ALT nin
kandaki
gostergelerinden birisi olarak kabul gormektedir (30).
AST/ALT oraninin alkolik

karaciger hastaliginin ve sirozun iyi bir gdstergesidir.

belirtmistir.  Arastirmacilarin

seviyesi karaciger hicre harabiyetinin

1’den buylk olmasi

Alkol verilen hayvanlarda, aminotransferazlarin tek
tek artisindan daha fazla, AST/ALT oranindaki artis
dikkat cekicidir. Oztabak ve Mengi (36) Viscum album
aglutinin doz agimi uygulamalarinin serum AST, ALT,
GGT, ALP ve CK aktivitelerinde yukselmeye neden
oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada ise AST, ALT ve ALP degerleri
Kontrol grubunda 58+11, 3218, 38+6; CYP grubunda
237142, 168144, 74+11; Naringin50+CYP grubunda
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223+33, 158+42, 62+9; Naringin 100+CYP grubunda
117425, 07124, 48+ 8; Naringin 100 grubunda ise
5419, 31+7, 3616 olarak bulundu. Kontrol grubundan
elde edilen degerlere goére CYP verilen gruplardaki
AST, ALT ve ALP degerlerinin tamaminda artis soz
konusudur. CYP’nin etkisiyle histopatolojik olarak
olusan nekrotik dejeneratif hasar literatiri (37)
destekler niteliktedir. Bazi arastirmacilar (38-43),
CYP’nin karaciger enzimleri ve bilirubin seviyelerini
arttirdigini da ifade etmektedirler. Bu bildirimler
bizim  bulgularimizla
Naringin 50+CYP ve Naringin 100+CYP verilen iki
gruptaki degerlerden bazilari yalnizca CYP verilen

uygunluk gdstermektedir.

degerlere gore istatistiki baglamda anlaml olmak
Uzere azalmistir. Naringin’in farkli dozlarinin, CYP’nin
etkisiyle karacigerde olusan hasari azaltmasi
literatiirle (44) paralellik géstermektedir. Naringin
100 grubundan elde edilen veriler Kontrol grubu
degerleriile birbirine ¢ok yakin ve istatistiki baglamda
da anlamsizdir. Verilerimiz
gostermektedir (28,29).

ratlarda CYP

protektif

literatirle paralellik

Sonug¢ olarak, ile indUklenen

hepatotoksisitede amagli  Naringin
uygulamasinin karaciger enzim diizeyleri ve karaciger
histopatolojisi etkili

Uzerine koruyucu oldugu

belirlendi.
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