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OZET

Cyclophosphamide ile indiiklenmis Ratlarda Karaciger Enzimleri (AST, ALT,
ALP) Uzerine Naringinin Protektif Etkileri

Amag: Cyclophosphamide (CYP) antineoplastik kemoterapik bir ajandir ve en sik
kullanilan antikanser ve immunosuppresant bir ilagtir. Antineoplastik kemoterapik ajanlar
genellikle bir ya da daha fazla hedef dokuda sitotoksik etki olusturmaktadirlar. Son zamanlarda
antineoplastik ilaglarin sitotoksik etkilerini en aza diislirmek amaci ile bitkisel kokenli
bilesiklerin kullanildig1 ¢alismalarin sayist giderek artmaktadir. Bu amagla kullanilan
bilesiklerden birisi de Naringin’dir. Naringin, bitkisel bir flanovoiddir. Bu ¢alismada CYP
uygulamasi yapilan ratlarda karaciger enzimleri (AST, ALT, ALP) iizerine Naringinin protektif
etkilerinin arastirilmasi amaclanmaktadir.

Materyal ve Metot: Arastirmamizda yaklagik 200-250 g agirhginda, 40 adet erkek
eriskin Sprague Dawley ki ratlar kullanildi. Her bir grupta yeterli doku orneklerinin
saglanabilmesi igin her bir grupta 8 rat kullanildi ve 5 grup olusturuldu. Tiim hayvanlar standart
bakim ve beslenme sartlarmna tabi tutuldu. Grup 1’¢ 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 sirasiyla
serum fizyolojikte ¢ozdiiriilmiis 50 ve 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin uygulandi 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 ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin
uygulandi. CYP uygulamasindan 48 saat sonra yani deneyin 12. giiniinde deneysel uygulamalar
sonunda tiim hayvanlar tiopental sodyum (20 mg/kg) ile anestezi altina alinarak intra kardiyak
kan ornekleri alind1 ve servikal dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Ratlardan alinan kan
ornekleri klot faktor bulunan jelli tiiplere aktarilarak +4°C’de sogutmali santrifiijde 3500-4000
rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum ornekleri aligotlanarak analizler
yapilana dek -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Karaciger enzimlerinin analizleri
oto analizérde ve spektrofotometrede yapildi. 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 hepatotoksiteye yol a¢tig1 ve karaciger enzimlerini artirdigt
goriildii. AST, ALT ve ALP degerleri Kontrol grubunda 58+11, 3248, 38+6; CYP grubunda
237442, 168+44, 74+11; Naringin 50 + CYP grubunda 223433, 158442, 62+9; Naringin 100 +
CYP grubunda 117+£25, 07424, 48+8; Naringin 100 grubunda ise 5449, 31+£7, 36+t6 sirastyla
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. Naringin
50+CYP ve Naringin100+CYP verilen 2 grupta ki degerlerden bazilar1 yalnizca CYP verilen
degerlere gore istatistiki baglamda anlamli olmak tizere azalmistir (p<0.05).

Sonug¢: Naringinin farkli dozlarinin, CYP’nin olumsuz etkilerini ve hepatotoksiteyi
baskilama etkisine sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: CYP, Karaciger Enzimleri (AST, ALT, ALP), Naringin,
Rat.



ABSTRACT

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

Aim: Cyclophosphamide (CYP) is an antineoplastic chemotherapeutic agent and a
widely used anticancer and immunosuppressant drug. Antineoplastic chemotherapeutic agents
generally have done cytotoxic effects on one or more target tissues. Recently, the number of
studies using plant-based compounds has been increasing in order to minimize the cytotoxic
effects of antineoplastic drugs. One of the compounds used for this purpose is Naringin.
Naringine is a vegetable flanovoid. In this study, it is aimed to investigate the protective effects
of Naringin on liver enzymes (AST, ALT, ALP) in CYP-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. Analyzes of liver enzymes
were done in auto analyzer and spectrophotomete. 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 was found to cause hapatotoxicity and showed increased liver enzymes in
rats. AST, ALT and ALP values were 58 £ 11, 32 + 8, 38 + 6 in the control group; 237 + 42,
168 + 44, 74 + 11 in the CYP group; 223 + 33, 158 + 42, 62 + 9 in the Naringin 50 + CYP
group; 117 + 25, 07 = 24, 48 £ 8 in naringin 100 + CYP group; 54 + 9, 31 £ 7, 36 = 6 in the
group of naringin 100 were found respectively. According to the values obtained from the
control group, there is an increase of p <0.001 in all of the AST, ALT and ALP values in CYP-
treated groups. Some of the values in the 2 groups given naringin 50 + CYP and Naringin 100 +
CYP compared to values of only CYP groups were reduced significantly statistical (p<0.05).

Conclusion: Different doses of naringin were detected to prevent of CYP adverse
effects and suppression of hepatotoxicity.

Keywords: : CYP, Liver Enzeymes (AST, ALT, ALP), Naringin, Rat.
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1. GIRIS

Giliniimilizde en yaygin hastaliklardan biri olan kanser, DNA hasar1 sonucunda
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve hizli bir sekilde yayilimidir. Bu hastalik somatik
genetik hastaliklarin en karmasik ve yaygin olmasiyla da ayr1 bir 6neme sahiptir. Kanser
hiicrelerini normal hiicrelerden farkli kilan nokta smrsiz boliinmeleri sonucunda
toplanip tlimdrleri olusturmalar1 ve bu tlimdrlerin normal dokular1 sikistirarak zarar
vermeleridir. Kanserli hiicreler bu tiimoérlerden ayrilirlarsa metastaz dedigimiz olayla
yani kan ya da lenf yoluyla viicudun baska bolgelerine gidip, tekrar tiimor olusturarak
biliylimeye devam ederler.™?

Kanser hastaliklarinin belirlenen degisik tiirlerine gére ayr1 ayri tedavi sekilleri
uygulanmaktadir. Bu noktada ilk yapilmasi gereken kanserin tiiriiniin belirlenmesidir.
En sik kullanilan tedaviler cerrahi yontem, ilagla tedavi (kemoterapi) ve 1sinla tedavidir.
Bu tedavilerin uygulama sekilleri ise neoplastik hiicreler oncelikle cerrahi ya da
radyasyon tedavisiyle azaltilir veya gelisimi yavaslatilmaya c¢alisilir. Daha sonra
kemoterapi, immunoterapi ya da bu iki tedavi seklinin birlikte uygulanmasi ile siireg
devam eder. Kemoterapinin uygulanmasimin temel amaci, saglikli hiicrelerin
korunmasmi saglayarak kanserli hiicrelerin olusturdugu tliimorlerin  biiylimesini
yavaglatmak ve hatta yok etmektir. Kanserin ilagla tedavisinde kullanilan bir ilag tiiriide
Siklofosfamid (Cyclophosphamide = CYP)’dir. Cok etkili ve sitotoksik 6zellik tasiyan
bir ilactir. Klinik kullanimda genis spektruma sahip olmasina ragmen, CYP’ nin ¢oklu
organ toksisitesine neden oldugu bilinmektedir.> CYP, g¢ocuklarm akut lenfositik
16semisi,* meme kanseri, kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri,” pediatrik
solid tiimérler,® cocuklarin nefrotik sendromu,’ multitip myeloma, romatid artit
tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde sikca kullanilmaktadir.

Bu tedavi yontemleri uygulamasi sirasinda kullanilan ilaglarin 6nemi kadar, bu



ilaglarin etkilerinin artmasin1 ya da azalmasini saglayan maddeleri bilmekte, bu
tedavinin O6nemli bir parcasidir. Son donemlerde antineoplastik ilaglarin sitotoksik
etkilerini en az diizeye indirmek amaciyla bitkisel kokenli bilesiklerin kullanildigi
caligmalarin sayis1 giderek artmaktadir.° Bu amagla kullanilan bilesiklerden birisi de
Naringin’dir. Naringinin antiiilser, aorta distilasyonu, siiperoksit siipliriici ve
antioksidan aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Naringin maddesi, ilag-ilag
etkilesimine neden olabilecek CYP3A4 ve CYP1A2 de dahil olmak iizere bazi ilag
metabolize sitokrom P450 enzimlerini inhibe etmektedir.

Kanser tedavi siireci ve etkilerinin daha iyi anlasilmasi icin bir¢ok organ
lizerinde arastirma yapilmistir ve yapilmaktadir. Yapilan literatiir calismalarinda da
ratlarda CYP ile karaciger toksisitesi lizerine naringinin protektif etkilerini arastiran
yeterli diizeyde bilimsel bilgiye de rastlanilamamustir.

Bu ¢alismada CYP uygulamasi yapilan ratlarda karaciger enzimleri (AST, ALT,
ALP) fizerine Naringinin protektif etkilerinin arastirilmasi ve literatlire katkida

bulunmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklofosfamid (Cyclophosphamide)

Siklofosfamid(CYP) diger adiyla Cytoxan, bir¢ok hiicreyi zehirleme anlamina
geldigi i¢in cyctotoxic sinifinda yer almaktadir. CYP, bagisiklik sistemi hastaliklarinda
cok etkindir.’® Hiicrelerin hizla bliylimesinden kaynaklanan kanser hastaliginin
tedavisinde kullanilan, kemoterapi i¢in gelistirilen en etkili ilaglardandir. CYP, yiiksek
derecede etkili, alkilleyici sitotoksik bir ilactir.™** [k olarak 1959°da Amerika Birlesik
Devletleri’nde bas, boyun, meme, yumurtalik kanseri, Hodgin ve non-Hodgin lenfoma,
yumusak deri sarkamu, akut ve kronik 16semi ve beyin kanseri gibi hastaliklarda tedavi
icin kullanilmaya baglanmistir.®> Nadiren organ naklinden sonraki siirecte viicudun
reddetmesi halinde de verilen tedavide kullanilmaktadir. CYP, 25 ve 50 mg’lik tabletler
halinde veya intravenéz kullanim igin degisik formlarda sivi soliisyon halinde
mevcuttur. Onerilen doz, hastanm yasi, viicut agirligi, uygulama sekli ve hastaligm
tiiriine gore belirlenmektedir.™

CYP’nin tedavi lzerindeki etkisinin yaninda bircok yan etkisi de ortaya
cikabilmektedir. En yaygin goriilenleri; sa¢ dokiilmesi, istahsizlik, deri ve tirnak renk
kaybu, ishal, bulanti, kemik iligi baskilanmasi ve sindirim sistemi bozukluklaridir. Idrar
kesesinde hemorajik sistite, erkeklerde spermatogenezde bozukluklara, viicutta bir
zayiflik ve gii¢ kayb1 goriiniimiine sebep olabilmektedir. Bunun yani sira CYP, 6zellikle
daha once kemoterapi gormiis hastalarda l6kopeniye neden olmaktadir.® Bu konuda
birgok bilim adami c¢alismalar yapmaktadir. Kemoterapi tedavisinde kullanilan CYP
sonrasinda organlarin durumlarini arastirmislardir. Atalay ve ark.** 2014 yilinda yaptig1
bir c¢aligmada, CYP kullanimi ve sonrasinda kardiyotoksisite adli raporunda,
kardiyolojist ve hemotolojistlerin birlikte ¢aligmalar1 gerektigi, tedavi siirecinde kalp

hastaliginin ¢ok daha zor anlasildig1 ve Oncesinde yapilan tetkitler sonucunda CYP



uygulanmaya baslanmasi gerektigi sonucuna varmuslardir.”® Ek olarak Kanno ve ark.'
2009’da, CYP’nin erkeklerde iireme sistemine etkilerini gérmek igin erkek fareler

tizerinde deneyler yapmuslar ve etkilerini ortaya koymuslardir.
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Sekil 2.1. Siklofosfamid’in Karacigerde Aktive Edilmis Gorintiisii'*

Bu c¢alismada iizerinde durulan CYP’nin karacigerdeki etkisi ile yapilan
arastirmalarda Subramaniam ve ark.’ calismalarimi diisiik doz siklofasfamide bagh
hepatotoksisite olarak belirlemis ve 48 yasindaki Cinli bir erkekte bulgular
incelenmistir. Yapilan incelemelerde ilk olarak diisiik doz CYP hastada gecici hepatit ve
kemik iligi baskilanmas1 gibi yaralanmalara sebep olmustur. Dozlar tekrar denenerek
karacigerdeki enzimlerin ayrintili dokiimleri verilmis ve diisiik dozda siklofosfamidin
karacigerde hepatotoksite yol actig1 ispatlanmistir. Calismanin sonucuna gore bu tedavi
stirecinde iyilesmede kullanilan CYP’nin, yan etkilerinin Gnemsenmesi tavsiye
edilmistir.”’

2.2. Naringin

Kanser tedavi siirecindeki etkisi arastirilan naringin, 6zellikle bilim diinyasinin
inceledigi bir ¢esit antioksidan olarak ta tanimlayabildigimiz bir ¢esit flavonoidtir.
Flavonoidler, yapisal olarak 15 karbon atomu, 3 tane karbon zinciri 2 tane benzen

zinciriyle baglanip 3 zincir halinde bulunmaktadir.'®*°
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Sekil 2.2. Basit Flavoidlerin Goriintiisii*®

Sekil 2.2’de gordiiglimiiz basit flavoidler A zincirini olusturmaktadir.
Yapilarinda asetat yol iziyle resorsinol ve floroglusinol sentezlemektedir. B zinciri
sikimat yolundan yeniden olusturulmustur. Boylece radikal flavonoidler bagimsiz
davranarak benzer bitkilerde bir araya gelmislerdir. Naringin, genellikle iiziimde,
domates kabugunda, portakal ve greyfurt gibi turunggillerde bulunmaktadir. Ozellikle
de naringinin meyvenin acit tadindan sorumludur, bu yiizden greyfurtta bol miktarda
bulunur. Greyfurt meyve suyu iretiminde naringin'in yarattigi aciyr kaldirmak igin,
naringinaz enzimi kullanilabilir.'*%

Biyolojik etkilerinde, genel anlamda Tayvan’daki Cin Tip Milli Arastirma
Enstitlisti’nlin arastirmalarina gore bir¢ok ilagta kullanilmaktadir. Fareler iizerinde
yapilan deneylere gore hepatit C virlisiine sahip karacigerde virlisiin azalmasinm
saglamis ve obezite, diyabet hastaliklarinda sekere bagli noropatiyi azaltmis,'®
hipertansiyonda faydali olmustur. Bagisiklik sisteminde de 6nemli rol oynayan naringin,
yine fareler lizerinde bagimli anti-depresan olarak kullanilabilecegi ispatlanmistir.
Naringin, mitokondriyal disfonksiyonun hafifletilmesi yoluyla, Alzheimer hastaliginin

ICV-STZ kaynakl1 deneysel paradigmasin da bellek yetersizligini iyilestirmistir.19

Naringinin faydalar1 yaninda dikkat gerektiren bazi bulgularda ortaya ¢ikmustir.



[lag-ilag etkilesimine neden olabilecek CYP3A4 ve CYP1A2 de dahil olmak iizere bazi
ilag metabolize sitokrom P450 enzimlerini inhibe etmektedir.”*** Naringin ve ilgili
flavonoidlerin viicuda girmesi, bazi ilaglarin bagirsak emilimini etkilemektedir. Bu
durum dolasimdaki ilag seviyelerinde artis veya azalmalara yol acabilmektedir. ilag
absorpsiyonu ve metabolizma ile etkilesimden kag¢inmak igin, narenciye (ozellikle
greyfurt) ve diger meyve sularinin ilaglarla tiiketimi tavsiye edilmemektedir.?? Bunlarin
yan1 sira naringin, anjiyogenezise neden olan vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii
(VEGF) salmimimn bir inhibitériidiir.? Naringin, potasyum hidroksit veya baska bir
kuvvetli baz ile muamele edildiginde ve daha sonra katalitik olarak hidrojene
edildiginde, esik konsantrasyonlarinda sekerden 300-1800 kat daha tatli olan bir
naringin dihidrokalkona doniistiigli de gozlemlenmistir.

2.3. Karaciger

Karaciger, insan viicudunda en genis ikinci organdir ve ortalama olarak 1500g
agirligindadir. Diyaframin altinda, mide ve bagirsaklarin tizerinde, karin boslugunun
sag yukar1 kisminda yer almaktadir. Karaciger, iki kenar ve iki yiize sahiptir. On yiizii
diyaframa, alt ylizii karin bosluguna, arka yiizii ise karin arka duvarina bakmaktadir.
Diyaframa yapisik, kubbe seklindedir. Karaciger dokusunun yiizii bag doku ile kaphdir
ve bu bag dokuya glisson kapsiilii denilmektedir. Karacigerin gelisiminde, loblar
birbirinden farkli boyutta gelisirler. Yaklasik olarak, sag lobun sol loba oran1 6 kati
kadardir. Rengi koyu kizil ya da kahverengi tonlarindadir.

Karacigerin gelisimi ilk olarak embriyoda baslar.?* Prenatal doénemde,
karacigerin Onemli islevlerinden biri hemopoezis’dir. Karacigerde kan yapimi
embriyonal hayatin 6. haftasinda baslamakta ve doguma dogru gittikge azalmaktadir.
Dogumda bu oran toplam viicut agirliginin %5’ini olusturmaktadir.?®

Karaciger arteriyel ve vendz kanalla beslendigi i¢in diger organlardan



ayrilmaktadir. Portal ven ve hepatik arter, afferent kan akimini saglamaktadir.
Karacigere gelen kanin %25’ini hepatik arter saglarken %75’ini portal ven
saglamaktadir. Karaciger viicudumuzun en biiyiik lenf kaynaklar1ndand1r.24’25

Hepatositler; 30-40 mikron c¢apinda olup, mikrovilluslar igermekte ve total
karacigerin %80-88’ini olusturmaktadirlar. Bagirsaklardan emilen besin maddeleri
hepatositlerde islenmektedir. Hepatositlerin niikleuslar1 biyiiktiir. Yaklasik %251 ¢ift
niikleusludur.®® Hiicrenin organelleri endoplazmik retikulum, mitokontri, lizozomlar,
peroksizomlar ve Golgi aygitidir. Mitokondriler, oksidatif fosforilasyonda goérevlidir.
Golgi aygiti, makromolekiillerin hiicre sekresyonunda, paketlenmesinde gorev
almaktadir. Endoplazmik retikulum graniillii ve diiz olmak {izere iki kisimdan olusur.
Hiicrenin yapisal proteinleri ve plazma proteinleri graniilli endoplazmik retikulumda
yapilirken; yag asitleri, fosfolipidler ve trigliseridlerin metabolizmalarinda diiz
endoplazmik retikulum rol oynamaktadir. Buna ilave olarak kolesterol ile safra asitleri
de burada yapilmaktadir. Lizozomlar da g¢esitli maddelerin katabolizma ve
sindirimlerini saglayan vezikiillerdir. Peroksizomlar, hidrojen peroksiti (H202)
olustururlar.26

2.3.1. Karacigerin Gorevleri

Kan yolu ile gelen bakteriler ortadan kaldirilir. Karaciger; karbonhidrat, protein
ve yag metabolizmalarinda, vitamin, mineral ve glikojen gibi maddelerin
depolanmasinda gérev alir.?” Bobrekten atilamayan zararl iiriinleri hepatositlerde
oksidasyon ve konjugasyon yolu ile zararsiz hale getirir.

Ayrica karaciger; glikoproteinler, albumin, lipoproteinler, protrombin, fibrinojen
ve non-immun globiilinler hepatositlerde iiretilmektedir. Tiroksin, biiyiime hormonu,
insiilin, glukagon gibi hormonlarin modifikasyonunun yapildig yerdir.28

Fotal hayatta baslangigta alyuvarlar karacigerde yapilir. Plazma proteinlerinin



olusumunda gorev alir. Safrayr iiretir ve salgilar. Safra artitk maddelerinde zararh
bakterilerin iiremesine engel olur. Ure sentezini gerceklestirir. Karaciger hiicreleri viicut
savunmasina yardimci olurlar.?®*°

2.4. Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlarin ¢ogu enzimler tarafindan gergeklestirilir. Enzimler
kendilerinde bir degisiklik olusturmadan hiicre i¢inde meydana gelen reaksiyonlarin
hizina etki etmektedirler.**

2.4.1. Enzimlerin genel 6zellikleri ve yapilar

Enzimler, biyolojik aktivitelerin siirdiiriilmesini saglayan kimyasal tepkimelerin
hemen hemen tamamini hizlandiran, tepkimede tiiketilmeyen ve tepkime sonunda
kendisinde bir degisim olmayan, dolayisiyla tekrar tekrar kullanilabilen biyolojik
katalizorlerdir.**33

Enzimler ¢ok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimler substratlar1 i¢in oldukca
spesifiktirler. Bazi enzimler benzer yapida bir grup molekiil iizerine etki ederken
bazilar1 tek bir molekiil tiirii tizerine etki etmektedir. Bir¢ok enzim substratin sadece tek
bir stereo izometri iizerine etki eder. Yakin zamanda nonprotein bir biyolojik
katalizoriin kesfedilmesine kadar biitlin enzimlerin protein yapisinda olduklar
biliniyordu. Protein yapisinda olmayan katalizor RNA molekiiliidiir. Bu istisna diginda
diger enzimler protein yapisinda olup bu yapinin genel 6zelliklerini tagimaktadir. Bazi
proteinler tersiyer yap1 kazandiktan sonra iki veya daha fazla polipeptid zinciri bir araya
gelerek daha ileri bir yapisal organizasyona girmektedir. Bu ortak yapida bulunan her
bir protein birimine subiitine veya monomer denir. Proteinlerin ¢ogu bu yapiyi
kazandiktan sonra iselevsellik kazanmaktadir.**

Enzim proteinlerinde de polipeptid, sekonder, tersiyer ve bazi hallerde kuaterner

yap1 gosterir. Iki veya daha fazla monomerden veya subiiniteden meydana gelmis olan



enzim olan enzim molekiillerinin alt birimleri daha iist yapilar meydana getirmek iizere
belli bir diizen dahilinde bir araya gelmektedir ve kuaterner yapiy1r olusturmaktadirlar.
Enzim molekiilleri genellikle bu formda bulunurlar. Tek bir polipeptid zincirinden
meydana gelmis enzim sayist azdir. Enzimlerde protein kismindan baska protein
olmayan ve kofaktor denilen bir kisim daha bulunur. Kofaktorler birgok enzimin
katalitik aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli olan maddelerdir. Kofaktorler inaktif olan
protein yapisindaki apo enzimlerin, aktif holo enzime g¢evrilmesi igin gerekli kimyasal
maddelerdir. Bunlar ikiye ayr111r.31’32’34’35
1. Esansiyel iyonlar Ikiye ayrilr:
a. Aktivator iyonlar: Enzime gevsek olarak bagli olup, genellikle substratla
baglanmaya istirak ederler.
b. Metal iyonlar1 veya metallo proteinler: Enzime siki olarak baghdirlar ve
katalik reaksiyona direkt olarak istirak ederler.
2. Organik bilesikler (Koenzimler). Ikiye ayrilirlar:
a. Kosubstratlar. Enzime gevsek olarak baglidirlar.
b. Prostetik gruplar. Enzime siki olarak baglidirlar.
Enzimler hiicre i¢indeki mitokondrilerde protein senteziyle sentezlenmektedirler.
Her protein bir gen tarafindan tiretilir ve gorevlendirilir. Buna bir gen bir enzim hipotezi
denir. Dolayisiyla her enzimin aminoasit dizilimi farklidir. Uretilen enzimlerin ¢ogu
hiicre i¢i amagclar i¢in kullanilir. Sentezlendikleri hiicre i¢inde kalarak katalitik etkisini
burada gdsteren enzimlere endoenzimler denir. Ancak pepsin, kimotrisin, tripsin gibi
bazi enzimler yapildiklar1 hiicrenin disina salinir. Bu enzimlere ekzoenzimler denir.
Hiicrede yapildiktan sonra disariya salinan sindirim enzimleri, yapildiklar1 hiicreye
zarar vermemeleri i¢in zimojen (proenzim) seklinde bulunur ve sonra aktif hale

o s es 2
donusurler.3



2.5. Karaciger Enzimleri

Karaciger enzimleri; AST (aspartat aminotransferaz, eski terminolojide SGOT),
ALT (alanin aminotransferaz, eski terminolojide SGPT) ve ALP (alkalen fosfataz)’dir.
Ilk iki enzim hepatositlerde sentezlenmektedir; sonuncusu ise safra kanali epitel
hiicrelerinde sentezlenmektedir.®> Bu enzimler kanda akut ve kronik akciger hasari
sonucunda artmaktadir. Karaciger hastaliklarinin degerlendirilmesinde hepatoselliiler
hasarin, hepatobilier tikanmadan ayrilmasi olduk¢a Onemlidir. Parankim hasar1 ile
goriilen hastaliklarda AST ve ALT yarar saglamaktadir. Karacigerlerin akut inflamatuar
olaylarda ALT diizeyinde goriilen artig, AST degerinden fazladir. Asir1 hiicre hasarinda
mitokondrial AST saliniminda artis oldugu i¢in AST/ALT orani yiikselrnektedir.34

2.5.1. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Onceleri serum glutamic oxalacetic — transaminase (SGO-T) olarakta bilinen®
aspartat aminotransferaz (AST), klinik amagla serumda sikca bakilmaktadir. Ayrica
(AST), organ spesifigi olmayan bir enzimdir. Aspartat aminotransferaz (AST), L-
aspartat ve o-ketoglutarat’in oksaloasetat ve glutamata transaminasyonunu katalize
etmektedir. B6 vitaminin aktif metaboliti olan Piridoksal 5’-fosfat, aspartat
aminotransferaza sikica baglanan bir kofaktordiir ve enzimin aktivitesi i¢in gereklidir.
Bu vitaminin alimindaki eksiklik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir.®
Karacigerin hepatosit hiicrelerinde, kalp kasi hiicresinde, iskelet kaslar1 hiicrelerinde,
bobrek dokusu ve plasenta hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu dokularin nekrozu
sekillendiginde serum AST konsantrasyonunda artis goriilmektedir. Hepatositlerin
iginde bulunan AST nin % 60-80’i mitokondride bulunurken diger bir kismi ¢6ziiniir
formda sitoplazmada bulunmaktadir. AST nin mitokondriyel formunun salinimi igin
membran permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli bir

bozuklugun olmasi gerekmektedir. Sonug¢ olarak AST aktivitesindeki artis, ALT
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artisindan daha ge¢ gergeklesmektedir. AST nin konsantrasyonundaki artis en sik
hepatoseliiler hastaliklarda gérﬁlmektedir.37’38

AST, karaciger haricinde ¢izgili kaslarda, beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde
bulunur.®® AST hem sitozolik hem de mitokondriyal izoenzimdir. Aminotransferazlar,
karaciger hasarii ve nekrozunu belirlemede en fazla kullanilan enzimlerdir. Ardindan,
diger karaciger hastaliklarinda da bu enzimin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Sonraki
calismalarda ise, AST ile birlikte ALT yiiksekligi de belirlenmistir. Bu testlerdeki
yiikseklik, bir¢ok karaciger hastaliginda mevcuttur. Bu ylizden hastaliklarin ayirici
tanisinda sinirh bir degere sahiptir.*°

Ilaglarin, bitkilerin veya toksinlerin aminotransferaz artisina neden oldugu
bilinmektedir. Ilag, bitki veya toksin kullanimi sonucu gelisen aminotransferaz artisi
hafif derecede olabilecegi gibi karaciger yetmezligine kadar da gidebilmektedir. ilag,
bitki veya toksin aliminda genellikle 1-2 ay igerisinde aminotransferaz artisi meydana
gelebilir.*

2.5.2. AST'nin etki mekanizmasi

AST oOnemli bir transaminazdir. Sistematik ismi E.C.2.6.1.1, L-aspartat; 2-
Oksoglutarat aminotransferazdir. Bu enzim L-aspatatin amino grubunun a-
ketoglutarat’a taginmasini katalizlemektedir. Bu tepkimenin sonucu olarak L-glutamat
ve oksaloasetat olusmaktadlr.41

2.5.3. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Hepatositler, enzim yoniinden zengin hiicrelerdir, bunun nedeni organizmanin en
aktif ve gesitlilik gosteren enzimatik aktivitesine sahip olmalaridir. Hepatositlerin bir
nedenle yaralanmalar1 ve nekroza ugramalar1 halinde bu enzimlerin sirkiilasyondaki
diizeyleri de artig gostermektedir. Bu enzimlerin en bilineni sitozolik fraksiyonda yer

alan ALT dir.*®
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Onceleri glutamik piruvat transaminaz seklinde bilinen ALT,* glutamik asitten
amino grubunu piruvat aside transfer ederek bir a-asit olan a-ketoglutarik asit ve alanin
meydana getirmektedir. Bu reaksiyonda reverzibledir.

Glutamik asit + piruvik asit a-ketoglutarik asit + alanin®

Alanin  aminotransferaz  diger transaminazlarla beraber amino asit
katabolizmasinda ve organlar arast azot tasimasinda rol oynamalktadlr.43 ALT
sitoplazmatik bir enzimdir. Hepatoseliiler membran permeabilitesinin artisinda hiicre
disina salinimi artmaktadir. Yiiksek serum ALT seviyesi hepatoseliiler hasarin ¢ok fazla
oldugunu gostermektedir. ALT transferazlar grubunda yer almaktadir ve albumin
metabolizmasinda AST ile birlikte gorev almaktadir.®

ALT Kkaracigerde, kalp, iskelet kasi ve bobrek te bulunur. ALT esas olarak bir
karaciger enzimi olup L-alanin ve glutamat arasinda amino gruplarinin transferini
katalize eder.>*** Piridoksal 5’-fosfat, ALT ve diger aminotransferazlara siki sekilde
baglanan bir kofaktordiir. AST de oldugu gibi B6 vitamininin alinimindaki yetersizlik
enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur.** Serum ALT 1950’lerden beri
hepatoseliiler hasarin bir gostergesi olarak kabul edilmistir.*’

AST ve ALT olgiimleri i¢in serum numunesi laboratuvar isisinda 48 saat,
buzdolabinda 2 hafta dayanikliligini korur. Kaynaginin karaciger olmasindan dolay:
karaciger hastaliklarinda ALT, kalp hastaliklarinda AST daha 6nemlidir.*®

2.5.4. ALT'nin etki mekanizmasi

Alanin aminotransferaz enziminin sistematik ismi E.C.2.6.1.2., 2-Oksoglutarat
aminotransferazdir. Bu transaminaz, L-alanin’in amino grubunu o—ketoglutarat’a

aktarip, bir yandan glutamat, diger yandan da piruvat meydana getirir.41

ewe

2.5.5. Ratlarda ALT enzim diizeylerinin degistigi durumlar

Serum ALT 1950’lerden itibaren hepatoseliiler hasarin bir gostergesi kabul
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edilmis ve tam1 aracit olarak kullanimi yaygmlasmlstlr.“7 Calismalarin  sonucunda,
karaciger harabiyeti, kimyasal ajanlara bagl zehirlenmeler, bobrek harabiyeti, kronik ve
akut hepatitis, beslenme bozukluklari, yiiksek 1s1, stres ve aclik gibi durumlarin ratlarda
serum ALT diizeyini degistirdigi gdzlenmistir.*™

2.5.6. Alkalen Fosfataz (ALP)

ALP; bir hidroliz enzimidir. Niikleotitler, proteinler ve alkaloidler olmak iizere
cesitli molekiillerden fosfat gruplarmin koparilmasini saglarlar. Spesifik olmayan
enzimlerin bir izoform grubudur. ATP’nin defosforilasyonunu katalize etmektedir.
Alkalen fosfataz viicutta yaygin bir sekilde bulunur. Kemik doku hiicrelerinden
osteoblastlarda, bagirsak mukoza hiicrelerinde, bobrek tiibiiler hiicrelerinde, karacigerde
safra kanali epiteliyal hiicrelerinde, hepatositlerde ve plasentada yiiksek konsantrasyon
da bulunur. Her doku farkli Alkalen fosfataz izoenzimine sahiptir.”* Fosfat gruplarinin
transferinde gerekli izoenzimler grubundan olusan Alkalen fosfataz, karaciger, kemik,
plasenta, barsak, bobrek ve l6kositlerde bulunmasina karsin %80’den fazlas1 karaciger
ve kemik kaynakli olarak bulunmaktadir, 3% %2

Bu enzim kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan olusturulur ve safra
yoluyla itrah edilir. Serumda alkalin fosfataz aktivitesi; karaciger ve safra yollar ile
kemik hastaliklarinda anlamli olarak degistiginden klinikte bu enzimin degeri 6nem
tagir. Karaciger hasari, safra yollarinin tikanikligi gibi patolojilerde ve kemik
tiimorlerinde bu enzimin seviyesi artar. 3>

2.5.7. ALP'nin etki mekanizmasi

Alkalen fosfataz enziminin sistematik ismi E.C.3.1.3.1.’dir. Fosforilasyon ve
defosforilasyon metabolizmalarinda 6nemli islevleri olan ALP, Mg++ varliginda p-
nitrofenil ve inorganik fosfatin hidrolizini katalizlemektedir. Sonugta p-nitrofenol ve

inorganik fosfor olusmaktadir.>*
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2.5.8. Ratlarda AST ve ALP enzim diizeylerinin degistigi durumlar

Yapilan caligmalarda 6zellikle karaciger ve bdbrek harabiyetlerinde, hepatitis,
yiiksek 1s1, aglik, stres ve kimyasal ajanlarla olan zehirlenmelerde beslenme
bozukluklarinda ve biliylime caginda serum AST ve ALP diizeyinin degistigini
g(’jstermektedir.‘m"r’O

Ratlarda karaciger hasarinin belirlenmesinde AST ve ALP enzimleri dikkate
alinmaktadir. AST karaciger, kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger gibi pek ¢ok
organ ile akyuvar ve alyuvarlarda de yogun olarak bulunmaktadir. Buna karsilik ALT

ise yalnizca yogun olarak karacigerde bulunur.>**>®

Karaciger hastaliklarinda saglikl
bireylere gore AST ve ALT seviyeleri oldukga fazla artig gosterir. Agir ve orta siddette
ki alkolik karaciger harabiyetinde de bu enzimlerin miktarlarinda yiikselme olur. Ama
bu yiikselis alkolik olmayanlara nisbeten oldukga azdir. Kronik hepatitlerin ve akut viral
hepatitlerinin hafif vakalarinda ve ilaca bagl hepatitlerde serum aminotransferazlari
orta derecede artmaktadir.”*,

Bazi karaciger hastaliklarinda AST/ALT orani taniya yardimci olabilir. Alkolik
karaciger hasarinda AST/ALT orani artarken, alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda
bu oranin azaldigi ifade edilmektedir. Pridoksal-5-fosfat eksikligi alkolik karaciger
hastaliklarinda meydana gelmektedir. Pridoksal-5-fosfat her iki aminotransferazin
yapimi i¢in de elzemdir, bu vitamin hepatik ALT’yi daha ¢ok diisiirerek bu oranin
yiikselmesini saglamaktad1r.5?”56’57

AST/ALT oranimin kullanilmas: alkole bagli olmayan karaciger hastaliklarini
alkole bagli olan karaciger hastaliklarindan ayirmak i¢in bazi arastirmacilar tarafindan
onerilmektedir. AST’nin ALT’ye oran1 alkole baglh karaciger hastaliklarinda biraz daha

artmaktadir. AST/ALT orani 1.5’ten biiyiik ise hasarin alkole bagh oldugu, 1’den kiigiik

ise alkole bagli olmadig hatira getirmektedir.”****" Alkolik hepatiti diger karaciger
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hastaliklarindan ayirmada mitokondrial AST / Total AST orani kullanilabilir. AST nin
ALT ye oranma DeRitis oran1 denir. Bu oran normalde AST/ALT=1 dir. Bazen hafif
yiiksek ¢ikabilir. DeRitis orani alkolik karaciger hastaliginda tan1 amagh kullanilabilir.
ALT normal iken veya normale yakin iken oranin 3 ile | arasinda olmasi diagnostiktir.
AST ve ALT oraninda alkolik hepatitde 1limli bir artis goruldigi
bildirilmektedir.>*>+"%8

Karaciger enzimleri tizerine CYP nin de olumsuz etkileri bulunmakta olup son
yapilan c¢aligmalarda CYP’nin 100 mg/kg dozunun Swiss farelerinin karaciger
dokularinda malondialdehyde (MDA) seviyelerini artirarak ve antioksidan savunmasini
azaltarak karacigerde oksidatif strese neden oldugu, karaciger enzimleri ile bilirubinin

seviyelerini artirdig da ifade edilmektedir.”®®*
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Bu calismanin hayvan materyali Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma
ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Hayvanlara ¢alisma siiresince uygun
kosullarda bu merkezde bakildi ve canli materyal iizerindeki islemlerin tamami bu
merkezde gercgeklestirildi. Calisma Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 30.06.2016 tarih ve 75296309-050.01.04-E.1600158878 sayili
yazisinda belirtilen Etik Kurul Raporunun 121 nolu karar ile onaylandi. Arastirmada
deney hayvani olarak yaklasik 200-250 g agirliginda, 40 adet erigskin Sprague Dawley
k1 erkek ratlar 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 hayvani sayilari

Gruplar sayis1  Grup isimleri Hayvan sayisi
Grup 1 Saglikli (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

Tiim hayvanlar standart bakim ve besleme sartlarina tabi tutuldu. Grup 1°e 10
giin boyunca intra gastrik (i.g.) olarak serum fizyolojik (1ml) verildi. Grup 2’ye 10 giin
boyunca 1.g. serum fizyolojik verildi ve 10.giin tek doz intra peritoneal (i.p.) CYP (200
mg/kg) verildi. Grup 3 ve 4’e 10 giin boyunca sirasiyla serum fizyolojikte ¢cozdiiriilmiis
50 ve 100 mg/kg dozunda 1.g. Naringin uygulandi ve 10. giin Naringin enjeksiyonundan

sonra tek doz CYP (200 mg/kg, i.p.) uygulamas1 yapildi. Grup 5’e ise 10 giin boyunca
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yalnizca serum fizyolojikte ¢6zdiiriilmiis 100 mg/kg dozunda i.g. Naringin uygulandi.
CYP uygulamasindan 48 saat sonra yani deneyin 12. giiniinde ratlar tiopental sodyum
(20 mg/kg) ile anestezi altina alinarak intra kardiyak kan Ornekleri alind1 ve servikal
dislokasyon metodu ile sakrifiye edildi. Elde edilen kan ve serum Orneklerinde
karaciger enzimlerinin analizleri yapildi.

Calismalar sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik veri
programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-way
ANOVA sonrast Duncan testi uygulanarak degerlendirildi.

3.2. Metot

3.2.1. Aspartat Aminotransferaz (AST) Tayini

Serumlarda aspartat aminotransferaz (AST) degerleri enzimatik-kinetik olarak
Abbott marka kit (AST, 8L91-20 ve 8L91-40 30- 4255/R3)) kullanilarak
otoanalizoriinde tayin edildi.

3.2.2. Alanin Aminotransferaz (ALT) Tayini

Serumlarda alanin aminotransferaz (ALT) degerleri enzimatik-kinetik olarak
Abbott marka kit (ALT, 8L92-20 ve 8L92-40 30-4106/R2) kullanilarak otoanalizoriinde
tayin edildi.

3.2.3. Alkalen Fosfataz (ALP) Tayini

Alkalen fosfataz (ALP) tayini ise kolorimetrik yontemle yapildi. Serum alkalen
fosfataz (ALP) diizeyleri kolorimetrik yontemle Shimadzu UV 120 spektrofotometrede
405 nm dalga boyunda Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) (ab83369)

kullanilarak 6lctildii (Alkalen fosfataz (ALP)).

17



4. BULGULAR

Calisma sirasinda intra peritoneal CYP ve serum fizyolojik uygulanirken ratlarin
huzursuz, gergin, saldirgan ve korku i¢inde olduklari goriildii. Huzursuzluga bagh
olarak ratlarda diski ve idrar kagirmalarindan dolayr rectal bolgelerinin kirlendigi
saptand1. Kontrol grubundaki ratlarin davranislari, serum fizyolojik uygulanmasinin
ardindan normale dondii. Deneme gruplarinda ki ratlarda CYP uygulanmasinin ardindan
hipoaktif, depresif bir davranis sergiledikleri tespit edildi. Ratlarin hareketsiz kaldigi,
ayaklarin1 karin bolgesine dogru cektikleri ve kuyruklarini bacak aralarina ve
viicutlarina yapistirdiklar: goriildii.

Calismadan elde edilen karaciger enzim degerleri asagidaki tablolarda ve
sekillerde verilmektedir. Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de goriildiigii gibi AST, ALT ve ALP
degerleri Kontrol grubunda 58+11, 32+8, 38+6; CYP grubunda 237+42, 168+44,
74+11; Naringin 50 + CYP grubunda 223+33, 158+42, 6249; Naringin 100 + CYP
grubunda 117+25, 07+24, 48+8; Naringin 100 grubunda ise 5449, 31+7, 366 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.
Naringin 50+CYP ve Naringinl00+CYP verilen 2 grupta ki degerlerden bazilari
yalnizca CYP verilen degerlere gore istatistiki baglamda anlamli olmak {izere c¢ok
azalmigtir (p<0.05). Naringin 100 grubundan elde edilen veriler Kontrol grubu degerleri

ile birbirine ¢ok yakin ve istatistiki baglamda da anlamsizdir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deneme gruplarinda serum AST, ALT ve ALP enzim diizeyleri
(X£SD,)

Aspartat Alanin Alkalen Fosfataz

Gruplar Aminotransferaz Aminotransferaz (ALP) (U/L)

(AST) (U/L) (ALT) (U/L) Ortalama + St. Sapma

Ortalama + St. Ortalama + St. Sapma

Sapma
Kontrol 58+11°% 32+8° 38+ 6°
CYP 237+42° 168+44° 74+ 11°
Naringin50+ CYP 223+33° 158+42° 62+ 9°
Naringin 100+CYP 117+25°¢ 107+24° 48+ 8°
Naringin 100 54492 31£7° 36+6°
Aynt stitundaki farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasi fark istatistik olarak dnemlidir

¢ p<0.05
2PDe : p<0.001

Grafik Basligl
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Sekil 4.1. Kontrol ve deneme gruplarindaki AST, ALT ve ALP diizeyleri

Sekil 4.1°de de gorildigic CYP nin etkisiyle AST, ALT ve ALP enzim
degerlerinin 6nemli dl¢lide ylikseldigi, istatistiki baglamda baz1 degerlerde p<0.05 bazi

degerlerde ise p<0.01 diizeyinde anlaml ¢iktig1 goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Kontrol ve deneme grubundaki ratlarda AST/ALT oranlari

Aspartat Alanin
Gruplar Aminotransferaz Aminotransferaz AST/ALT
(AST) (U/L) (ALT) (U/L)
Ortalama + St. Ortalama + St.
Sapma Sapma
Kontrol 58+11°% 32482 1.81
CYP 237+42° 168+44° 1.41
Naringin50+ CYP 223+33° 158+42° 1.41
Naringin 100+CYP 117+25°¢ 107+24° 1.09
Naringin 100 54+9% 31+7°8 1.74

Tablo 4.2’de de gorildigi gibi AST/ALT oran1 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 sirasiyla olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Cagimizin hastaligi olarak tanimlanan kanser canlilarda pek ¢ok sistemi
etkilemekte ve davranigsal degisikliklere neden olmaktadir. Kanser tedavisinde en sik
kullanilan yontem cerrahi miidahale, ilagla (kemoterapi) ve isinla tedavidir. Bu
tedavilerin uygulama sekilleri ise neoplastik hiicreler 6ncelikle cerrahi ya da radyasyon
tedavisiyle azaltiliyor veya gelisimi yavaslatilmaya c¢alisiliyor olmasidir. Daha sonra
kemoterapi, immunoterapi ya da bu iki tedavi seklinin birlikte uygulanmasi ile siire¢
devam eder. Kemoterapinin uygulanmasimin temel amaci, saglikli hiicrelerin
korunmasii saglayarak kanserli hiicrelerin olusturdugu tiimorlerin  biiyiimesini
yavaglatmak ve hatta yok etmektir. Kanser tedavisinde CYP en yaygin olarak kullanilan
antikanser ajanlardan birisidir. Viicudumuzda pek ¢ok organda fonksiyon bozukluguna
yol acan kanserin karacigerin fonksiyonlar1 ve karaciger enzimleri iizerine de onemli

etkiler yapmaktadir.65 Siklofosfamid uygulanan ratlarda naringinin  karaciger
enzimlerinden AST, ALT ve ALP {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalara ¢ok fazla
rastlanilmamaktadir.®*®

Antikanserojen ajan olan CYP bir 6n ila¢ oldugundan in vitro sartlarda etkili
degildir.66 Ancak karacigerde mikrozomal oksidaz sisteminin etkisiyle (sitokrom P-450)
4-hydroxycyclophosphamide doniisiir ve sonrasinda periferik doku ve timor
hiicrelerinde aldophosphamide ve daha sonra da acrolein ile phosphamide hardalina
dontigmektedir. Acrolein hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve nitrik oksitin
iiretimini aktive etmektedir.®’ Bu iki bilesigin olusmasi da peroksinitrit olusumuna

neden olmaktadir. Peroksinitrit ise hiicredeki DNA, proteinler ve lipitler i¢in son derece

hasar verici bir bilesiktir.®® Artritis, sistemik lupus eritomatoz, skleroderma,
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glomerulonefritis, kronik intersitisyal pnémoni, multiple sklerozis ve organ nakli gibi
diger nonmalignant hastaliklar da CYP’nin kullanim alanlaridir.®®®

CYP’nin kusma, bulanti, deride lezyonlar, agiz yaralari, sistit, adet siklusunun
olmamas1 gibi yan etkileri bulunmaktadir.”® CYP ayrica gonadal toksisiteye neden
olmaktadir. Yapilan calismalar neticesinde CYP ile tedavi edilen hastalarda oligospermi
ve azospermi insidensinde artma oldugu gdriilmiistiir.”° CYP toksikasyonu kan
tablosunda da degisimlere neden olup, CYP toksikasyonu neticesinde anemi ve
nétropeni tablosu goriilmektedir.” Yiiksek dozlarda CYP Sliimciil kardiyomiyopati ile
birlikte kardiyak dekompenzasyon gibi akut kardiyotoksisiteye neden olmaktadir.
Ayrica, CYP’nin kemoterapi ve kok hiicre naklinden sonra kullaniminin kardiyak ve
vaskiiler toksisiteye neden oldugu belirtilmistir.”*"> Akut kardiyotoksisite durumunda
ise kalbin sistolik fonksiyonlarinda bir azalma meydana geldigi belirlenmistir.”*"’
Nefrotoksisite, CYP’nin en sik karsilagilan yan etkilerinden birisidir.”*"® CYP
uygulamasi yapilan hastalarda glomerular filtrasyon hizinin azalmasi ile birlikte
glomerular toksisite %10 oraninda gén’ilmektedir.BO Ayrica CYP uygulamasi sonrasinda
glikoz, fosfat, bikarbonat ve amino asitlerin asir1 triner sekresyonunun oldugu da
belirlenmistir.* CYP’nin karaciger lizerine de olumsuz etkileri bulunmakta olup son
yapilan c¢aligmalarda CYP’nin 100 mg/kg dozunun Swiss farelerinin karaciger
dokularinda malondialdehyde (MDA) seviyelerini artirarak ve antioksidan savunmasini
azaltarak karacigerde oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir.** Antikanser ilalarin
olas1 yan etkilerini ve olusabilecek oksidatif stresi azaltmak i¢in bazi antioksidatif
ajanlar kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda CYP ile indiiklenen hasar tizerine bazi
antioksidanlarin etkileri rapor edilmistir.?*®® Celebi ve ark.®” 2014’te idrar kesesi

iizerine CYP nin etkilerini arastirmislardir. Sengiil ve ark.®® 2016°da ise CYP ile akciger

toksisitesi olusturmus ve quercitinin protektif etkilerini incelemislerdir. Benzer bir
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calismada ise Gelen ve ark.® 2016°da CYP ile olusturulan kardiyotoksisite iizerine
quercitinin koruyucu etkilerine bakmiglardir. Tiim bu literatiir bilgileri 1s1g1nda ratlarda
CYP uygulamasi ile karaciger enzimleri lizerine Naringinin etkileri ile alakali yeterince
literatiir bilgiye de rastlanilmamistir. Bu ¢alismada CYP uygulamasi yapilan ratlarda
karaciger enzimleri lizerine, alternatif tipta yaygin olarak kullanilan, anti- apoptotik,
anti-osteoporosis, anti-iilser, anti-oksidan, anti- inflamatuar ve anti-karsinojenik etkilere
sahip Naringin’ingo’91 AST, ALT ve ALP iizerine etkilerini tespitini arastirarak literatiire
katkida bulunulmasi hedeflendi.

Ratlarda ki AST, ALT ve ALP diizeyleri ve karaciger hasarlar1 {izerine bazi
arastirmalar yapllrmstlr.gz'94 Bu arastirmacilardan Agrawal ve Gupta92 (2013a), 1s1 ve
ACTH stresinin karaciger hasari tizerine farkli ¢aligmalarda etkisini, yine benzer sekilde
Gencer ve Cmarg5 ACTH kullanilarak olusturulan stresin karaciger enzimleri {izerine
etkilerine bakmislardir. Diger arastirmacilar ise alkolun karaciger hasarina etkisine ve
AST, ALT ve ALP iizerine etkilerini arastlrmlslardlr.55’56’96'100

Wistar cinsi yetiskin erkek ratlarda tekrarlanan 1s1 stresine bagli karaciger
hasarinda karacigerin kendini yenileme yetenegi Agrawal ve Gupta® (2013a) tarafindan
arastirilmistir. Bu c¢alisma sonunda Kontrol grubunda ki ratlarda AST degerleri
111.67+10.95 (U/T), ALT degerleri 43.844.79 (U/1), ALP degerleri 203.1+6.12 (U/I)
olarak bulmuslardir.  Stres grubunda 2. giindeki alinan kandaki AST degerleri
123.00+8.28 (U/T), ALT degerleri 52.842.92 (U/T), ALP degerleri 232.1+6.89 (U/I)
olarak tespit etmislerdir. Calismanin 5. Giiniinde serum AST degerleri 189.67+14.38

(UMl), ALT degerleri 82.842.92 (U/I), ALP degerleri 446.3£25.53 (U/l) olarak

saptamiglardir.
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Agrawal ve Gupta® (2013b) bir baska calismalarinda ise erkek ratlarda
tekrarlanan orta dereceli 1s1 stresinin davranis degisiklikleri iizerine etkilerini incelemis,
4’er saat 1s1 stresine maruz biraktiklari ratlarda huzursuzluk, kafes i¢erisinde asir1 kogsma
hareketlerinin oldugunu saptamislardir. Is1 stresine maruz kalan ratlarda idrar yapma ve
salya akitma olgularinin fazla oldugunu gézlemlemislerdir. Yine bu ratlarda uyusukluk,
hipoaktivite, depresyon gozlediklerini ifade etmislerdir. Arastirmamizda CYP
uygulanan gruplarda ki ratlarda da benzer davranigs hareketleri gozlenmisti. Bu
bulgularimiz da Agrawal ve Gupta® (2013b) nin arastirma bulgulariyla benzerlik
gostermektedir.

Agrawal ve Gupta94 2014 yilinda, 6nceki ¢calismasina benzer olarak yaptiklari bir
baska caligmalarinda da 4’er saat orta dereceli 1s1 stresinin karaciger enzimleri {izerine
etkilerini ve karacigerin kendini yenileme yetenegini ratlarda aragtirmiglardir. Kontrol
grubu AST, ALT ve ALP degerlerinin bir dnceki ¢alismadan elde ettikleri sonuglarla
cok yakin oldugu goriilmektedir. Agrawal ve Gupta® 2014 de orta dereceli uzun siireli
151 stresiyle elde edilen sonucun bir defa da 50 IU (i.p.) ACTH uygulamasinin ratlarda
elde edilebilecegini ifade etmektedirler. Yine ayni arastirmacilar 2., 5. ve 10 giinde
olusturulan 1s1 stresinin ve stresin siiresi arttikca organizmaya verdigi hasarin da
arttigini belirtmektedirler.

Gencer ve ark.®® 2015°te ACTH ile olusturulan stresin ratlarda karaciger
enzimlerinden AST, ALT ve ALP degerleri ilizerine etkilerine bakmiglardir.
Arastirmacilar kontrol grubuna 0.5 ml izotonik serum verirken deneme grubuna 50 1U
ACTH (Synacthen Depot) intraperitoneal (i.p.) olarak uygulamislardir. Bu
uygulamadan 3 saat sonra kan orneklerini almiglardir. Kontrol grubunda serum AST

degerini 4318 (U/I), serum ALT degerini 2545 (U/I), serum ALP degerini 200+34 (U/1)
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olarak saptamislardir. Stres olusturulmus Deneme grubunda ise serum AST degerini
129+22 (U/I), serum ALT degerini 172+15 (U/l) ve serum ALP degerini 452449 (U/I)
olarak bulmuslardir. ACTH uygulamasiyla olusturulan stresin karaciger enzim
degerlerini 6nemli olgiide ylikselttigini ve istatiksel olarak (p<0.05) diizeyinde anlamli
oldugunu ifade etmislerdir. Sonu¢ olarak stresin hayati organlar iizerine olumsuz
etkilerinin oldugunu ve stresin zamaninda ortadan kaldirilmadig: takdirde viicutta geriye
doniistimsiiz hasarlar meydana getirebildigini belirtmislerdir. Ratlarda yapilan bir bagka
calismada ise Zaidi ve ark.'®* 2005°te streste A, E ve C vitamininin etkilerini
arastirmislar ve karaciger tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Karaciger enzimlerinden
AST de artis oldugunu saptamislardir.

Alkolun karaciger enzimleri {lizerine etkilerinin arastirildigi calismalarda;
Nishimura ve Teschke®® 1982’ de, yine Teschke ve ark.”” 1983°te serum AST ve ALT
aktivitesindeki artis, Glinsukon ve ark.*® 1997°de serum ALT aktivitesinde artisi, serum
AST aktivitesinde azalmay1 bildirmistir. Ayrica Ishii ve ark.*® 1998°de ise serum ALT
aktivitesinde bir degisikligin olmadigin1  belirtmistir.  Arastirmacilarin  farkh
bildirimlerine karsin artik giinlimiizde AST ve ALT’nin kandaki seviyesinin karaciger
hiicre harabiyetinin bir gostergesi olarak kabul gordiigii Samir ve ark.>® tarafindan
kesinlestirilmistir. Orta siddette ve agir alkoliklerin karaciger hasarinda bu enzim
miktarlarinda bir yiikselisin oldugu, fakat bu yiikselisin nonalkolige gore daha az
oldugu yiiksek kabul gérmektedir.56 Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda
AST/ALT oraninin azaldigir goriliirken alkolik karaciger hasarinda AST/ALT orani
artmaktadir. Alkolik karaciger hastaliklarinda pridoksal-5-fosfat eksikligi olmaktadir.

Bu enzim her iki aminotransferazin yapimi i¢in de gereklidir, fakat karacigerdeki
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lokalizasyonu daha fazla oldugu icin hepatik ALT’i daha ¢ok diisiirerek bu oranin
yiikselmesine neden olmaktadir.**'%°

Bir baska calismada ise Ascioglu®® 2005°de, kronik alkolik hale getirilen
sicanlarda likopenin etkisini arastirmistir. Arastirma sonucunda kronik alkolik hale
getirilen sicanlarda serum AST ve ALT ativitelerinde bir artig belirlemistir. (p<0.05).
AST/ALT oran1 alkolik karaciger hastaliginin iyi bir gostergesidir. Alkol verilen
hayvanlarda, aminotransferazlarin tek tek artisindan daha fazla, AST/ALT oranindaki
artis dikkat ¢ekicidir (p<0.05). Serum AST, ALT diizeyleri ve karaciger doku drnekleri
g6z Oniine alindiginda likopenin, alkolle olusan oksidatif stresi Onleyici etkisi oldugu
Ascioglu™ tarafindan ifade edilmektedir.

Kamt'® 1991°de 3-4 aylik 145 adet Spraque Dawley cinsi si¢canda yaptigi
calismada hayvanlart; kontrol erkek (n=35), kontrol disi (n=60), stres erkek (n=25),
stres digi (n=25) olmak iizere 4 gruba ayirmig, kronik stresin gesitli etkilerini
aragtirmistir. Arastirmact 4. haftadan itibaren 12—14 hafta siiresince, haftada 5 giin,
giinde 3 kez 45 dakikalik siirelerle 6 cm ¢apinda 12 cm yliksekliginde cam silindirler
icinde 4 adet 151ldak (100’er watt) ile aydinlatilan bir ortamda immobilizasyon ve 151k
stresi uygulamis ve sonucunda kronik stresin erkekte ve diside korteks (p<0.022),
serebellum (p<0.006) ve hipokampus (p<0.006) bolgelerinde istatistik olarak anlaml
artisina neden oldugunu belirtmistir. Kronik stresin, disi sicanlardaki siklus ve siklus
icindeki Ostrus donemi siiresinin kisalmasina neden oldugunu ve bununda alinan kan
orneklerindeki LH seviyelerinin yiiksek olmasindan kaynaklandigini belirtmistir.
Yukaridaki c¢aligmada stres 100’er watt’lik projektorlerden elde edilen 1sikla
saglanmaktadir. Yapilan ¢alismada stres, intraperitoneal olarak 50 IU ACTH verilerek

belirlenmistir. Stres nasil olusturulursa olusturulsun her sekilde beyin fonksiyonlari,
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karaciger, iireme fonksiyonlar1 ve diger hayati fonksiyonlarn iizerine etkileri
kagimilmazdir.

Bagka bir calismada da, Yarct'® 2011° de 30 adet Wistar albino sicanini Ui¢
gruba (kontrol, stres ve stres + agmatin) ayirarak, kronik strese maruz kalan
hayvanlardaki davranigsal, biyokimyasal ve beyinde yapisal degisiklikler {izerine
agmatin’in etkileri aragtirllmistir. Kontrol grubuna mevcut ¢alismadaki metoda benzer
sekilde bir stres olusturucu uygulamadan yalniz serum fizyolojik enjekte edilmis, stres
grubuna kronik 6n goriilmeyen stres modelinde yer alan stresér uygulamis ve tedavi
sliresince serum fizyolojik enjekte edilmis, stres + agmatin grubuna ise stres grubunun
uygulamasindan farkli tedavi olarak kronik stres uygulamasinin besinci haftasinda
giinde iki defa 40mg/kg agmatin (i.p.) enjeksiyonu yapilmistir. Calismanin sonunda
stresin hayvanlarin kilo alisint anlamli bir bicimde baskiladigini (p<0.001), stres
grubunda kontrol grubuna oranla 3. haftadan itibaren azaldigini, zorunlu yilizdiirme
testinde hareketsiz kalma siirelerinin stres grubunda istatiksel olarak ileri derecede
arttigin1 (p<0.001), yiikseltilmis art1 labirent testinde stres uygulanan grubun acik kolda
kiimiilatif zamanin istatiksel olarak ileri derecede azaldigin1 (p<0.001), beyin
dokusundaki GSH diizeylerinin stres grubunda istatiksel olarak anlamli bir sekilde
distiigiinii (p<0.001), yine beyin dokusundaki MDA diizeyini stres uygulanan grupta
diger gruplara gore arttigin1 ve bunun da istatiksel olarak anlamli oldugunu (p<0.001),
myeloperoksidaz aktivitesinde stres uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli olacak
sekilde bir artis meydana geldigini (p<<0.001) tespit etmistir. Ayrica agmatin tedavisinin
davranigsal, biyokimyasal ve yapisal degisiklikler lizerinde anlamli bir diizelme
sagladigi ve agmatinin stres yanitinin diizenlenmesinde ©6nemli rolii olabilecegi

belirtmistir. Yukaridaki ¢alismada diger doku ve organlardaki stresin etkisine bakilirken
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mevcut caligmada karaciger enzimlerindeki degisiklikler arastirilmistir. Stresin sadece
karaciger iizerinde etkili olmay1p, birgok hayati fonksiyonu da etkiledigi belirtilmistir.
Topc;u104 2009°da, 10-14 aylik Yeni Zelanda 1irki1 7 gruptan olusan 42 tavsan
lizerinde yaptigi c¢alismada ACTH’in ve dekzametazon’un meydana getirdigi
kardiyovaskiiler degisikliklere karsilik L-Karnitin’in koruyucu etkilerini arastirmustir.
Kontrol grubuna 14 giin boyunca giinde iki defa 0,5 ml serum fizyolojik, ACTH
grubuna ise bir giinde iki kez 0.5 mg ACTH enjekte etmistir. ACTH enjekte edilen
gruplarda hiriltili solunum, kilo kaybi, viicutta 6zellikle yiiz ve karin bolgelerinde yag
birikmesi gibi klinik bulgulara rastlamis, ACTH uygulanan gruplarin diger gruplara
gore kalp atim sayilart agisindan yiiksek degerler gosterdigi, ayrica CK-MB ve troponin
degerlerinde de istatiksel olarak anlamli farklar oldugunu belirtmistir. Yukardaki
calismaya paralel olarak mevcut ¢alismada da ACTH verilerek olusturulan stresin
karaciger enzim seviyelerinin artmasinin yani sira hiriltilt solunum, viicutta tiiylerin
idrarla 1slatildig1 ve hayvanlarda depresif bir durumun goézlendigi tespit edilmistir.
Yaras105 2000°de 3 aylik 120 adet disi albino sicanini 12 gruba esit olarak boliip
degisik deneysel stres modellerinin gorsel uyarilma potansiyelleri iizerine etkileri ve
mekanizmasini arastirmak iizere bir ¢alisma planlamistir. Calismada kullandig1 sicanlari
soguk stresine (15 giin boyunca giinde 15 dakika 5°C’lik soguk odada birakmis),
hareketsizlik stresine (15 glin boyunca oOrgii tel yardimi ile giinde 3 saat hareketsiz
birakmis), hareketsizlik ve soguk stresine (15 glin boyunca soguk stres 3 saatlik
hareketsizlik stresinin son 15 dakikasinda uygulamig) tabi tutmustur. Caligmada K
(Kontrol grubu), S (Soguk strese maruz birakilan grup), H (Hareketsizlik stresine maruz
birakilan grup) ve HS (Hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilan grup) gruplaria

serum fizyolojik enjekte etmistir. Ayrica S, H ve HS gruplarindaki plazma kortikosteron
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(p<0.005), beyin nitrit ve retina nitrit (p<0.01), beyin ve retina TBARS degerlerinin
(p<0.002) kontrol grubuna oranla yiikseldigini belirlemistir. Bu ¢alismada strese maruz
birakilan si¢anlarin gergin, asirt hareketli olmalar1 ¢alismadaki bulgularla paralellik
gostermektedir.

Unal'® 2010 yilinda yaptigi bir calismada 24 haftalik 200-220 gr agirhgindaki
48 (24 erkek, 24 disi) adet Sprague Dawley 1rki ratlar1 kontrol ve stres grubu olarak iki
gruba ayirmistir, stres grubunu 2 saat 4-6°C soguk stresine maruz birakmistir. Kontrol
grubuna gore soguk stresinin Trioid bezine etkilerine bakmistir. Stres grubunda T3z ve Ty
degerinde diisiis oldugunu ancak yalnizca T4 degerindeki diisiisiin istatiksel olarak
(p<0.05) anlamli oldugunu, trioid folikiillerinde hiicre ¢apinin strese bagli olarak
kontrol grubuna gore belirgin seviyede diisiik oldugunu ve istatistiksel bakimdan
anlamli (p<0.01) oldugunu belirtmistir. Stresin yapilan c¢aligmadaki karaciger
enzimlerini ylikseltmesine karsilik yukaridaki ¢aligmada tiroid folikiillerini baskilayip,
T3 ve T4 degerlerini diisirmesi de ne kadar genis bir alana sahip oldugunu
gostermektedir.

Oztabak ve Mengi'® tarafindan 80 adet BALB/c erkek fare kullamilarak yapilan
bir aragtirmada, Viscum album Aglutinin (VAA) nin doz agimi uygulamalarinin serum,
karaciger ve bobrek aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT),
gamaglutamiltransferaz(GGT), alkalen fosfataz (ALP) ve kreatin kinaz (CK) enzim
aktiviteleri iizerine olan etkisi incelenmistir. Farelerden g¢alismanmn 2., 7. ve 15.
giinlerde kan ve otopsi caligmalar1 yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, kontrol
gruplarma gore lektin deneme grubunda serum AST, ALT, GGT, ALP ve CK

aktivitelerinde yiikselme saptanmistir. Arastirmacilar bu yilikselmelerin VAA’ nin toksik
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etkisinden kaynaklaniyor olabilecegini ifade etmeleri bizim bulgularimizla
ortiismektedir.

Bu ¢alismada ise AST, ALT ve ALP degerleri Kontrol grubunda 58+11, 3248,
38+6; CYP grubunda 237+42, 168+44, 74+11; Naringin50+CYP grubunda 223+33,
158442, 62+9; Naringin 100+CYP grubunda 117+25, 07+24, 48+ 8; Naringin 100
grubunda ise 5449, 3147, 36+6 olarak bulundu. Kontrol grubundan elde edilen
degerlere gore CYP verilen gruplarda ki AST, ALT ve ALP degerlerinin tamaminda
p<0.001 diizeyinde artis sz konusudur. Bazi arastirmacilar®®®#1%1 CYP nin karaciger
enzimleri ve bilirubin seviyelerini arttirdigin1 da ifade etmektedirler. Bu bildirimler
bizim bulgularimizla uygunluk gostermektedir. Naringin 50+CYP ve Naringin
100+CYP verilen 2 grupta ki degerlerden bazilar1 yalnizca CYP verilen degerlere gore
istatistiki baglamda anlamli olmak iizere azalmistir (p<<0.05). Naringin 100 grubundan
elde edilen veriler Kontrol grubu degerleri ile birbirine ¢ok yakin ve istatistiki baglamda
da anlamsizdir. Elde edilen bu veriler literatiirle paralellik gostermektedir.”>*

Naringinin CYP nin yan etkilerinin azaltilmasinda alternatif bir flavonid olarak

diigiiniilebilecegini akla getirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak CYP uygulamasi yapilan ratlarda karaciger enzimleri iizerine,
alternatif tipta yaygin olarak kullanilan, anti-apoptotik, anti-osteoporosis, anti-iilser,
anti-oksidan, anti- inflamatuar etkilere sahip Naringin’in AST, ALT ve ALP diizeylerini
azalttigini ifade edebiliriz. Baz1 kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan CYP nin yan
etkilerinin  ortadan kaldirilmasinda yararli olabilecegi kanisin1  tasimaktayiz.

Cyclophosphamide ile indiiklenmis ratlarda diger sistemler iizerine de naringinin
protektif etkilerinin incelenmesinde ve bundan sonra yapilacak olan bilimsel
calismalarda yararli olabilecegini iimid etmekteyiz. Ayrica intoksikasyonda karacigerin

histopatolojisine de bakilmasinin yerinde olacagi kanisindayiz.
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