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1. GIRIS

Neoplastik hastaliklar hem iyi huylu hem de kétii huylu timor biiyiimesine
neden olan durumlardir. Kemoterapi, neoplastik hastaligin siirecini yavaslatmak,
geriletmek ya da durdurmak amaciyla antineoplastik ajanlar kullanilarak yapilan bir
tedavi tliridiir. Gerek insanlar iizerinde yapilan incelemelerde gerekse hayvan
deneylerinde kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik ajanlarin bir¢ogunun
sekonder olarak kansere neden oldugu kanitlanmistir (Cengiz, 2018; Ehrenfried ve
ark.,1997). Antineoplastik ajanlarin en fazla karsinojenik etkiye sahip olanlar
alkilleyici (siklofosfamid, karmustin, klorambusil, prokarbazin vb.) tipte olanlaridir
(Cengiz ve ark., 2018).

Siklofosfamid (CP), kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan giiclii bir
ajandir. CP; meme kanseri, akut ve kronik l6semi, lenfoma, multiplemyeloma,
romatoid artrit tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde sik¢a kullanilmaktadir (Kumar
ve Kuttan, 2005; Senthilkumar ve ark.,2006). CP’nin baglica yan etkileri
hematopoetik depresyon, hemorajik sistit ve renal disfonksiyonlardir. Bunlara ek
olarak CP, lirotoksisite, hematoksisite, teratojenite, mutajenite, karsinojenite ve kemik

iliginin baskilanmasi gibi 6nemli toksik etkilere sahiptir (Kumar ve Kuttan, 2005).

Siklofosfamid’in iki aktif metaboliti olup, bunlar fosforamid mustard ve
akroleindir. CP’nin antineoplastik etkileri fosforamid mustard ile, toksik etkisi ise
akrolein ile iligkilidir. Fosforamid mustardin DNA’ya baglanarak hiicre bolinmesini
baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayici ve antitimor etkilerine aract oldugu
disiiniilmektedir. Akrolein ise doku antioksidan savunma sistemine miidahale
ederek yiiksek oranda serbest oksijen radikali olusumuna yol agmakta ve memeli
hiicreleri i¢cin mutajenik etki gostermektedir (Kawabata ve ark.,1990). Akrolein
kaynakli olusan serbest radikaller; enzim, reseptor, iyon pompalari1 gibi molekiillerle

birleserek, bunlarin fonksiyonlarini bozabilmektedir (Senthilkumar ve ark.,2006).



Neoplastik hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, akroleinin toksik yan
etkilerinden kaginmak icin bazi antioksidan ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin
giderilmesi gerekmektedir (Senthilkumar ve ark.,2006). CP’nin toksik etkilerini
baskilayarak daha yiiksek dozlarda ve daha etkin kullanilmasina olanak saglayan
yontemler gelistirilmis ise de ilag¢ sektorli halen daha duyarli olabilecek metotlarin
arayisi icindedir (Ayhanci ve ark., 2008). Yapilan ¢aligmalar antioksidanlarin hiicre
koruyucu etkilerinin oldugunu ortaya koymustur (Patra ve ark., 2012; Tripathi ve Jena,
2009; Wei ve ark., 2012). Kemopreventif maddeler arasinda, giiglii antioksidan
0zelligi nedeniyle en ¢ok calisilanlar flavonoidlerdir. Flavonoidler sinifinda yer alan
Quercetin (QUE) ve Hesperidin (HSP)’nin CP’nin toksik etkilerinin énlenmesinde
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Cengiz ve ark., 2018).

Parlak sar1 renkte, aci tatta, kristalize kat1 bir madde olan QUE; en yaygin
bulunan flavonoid bilesiklerindendir (Kalender ve ark., 2012). Sik tiiketilen
yiyeceklerin ¢cogunda; elma, sogan, ¢ay, kiraz, ¢ilek gibi yumusak kabuklu meyveler,
lahana, brokoli gibi yesil yaprakli sebzelerde, ¢cogu tohumda, yemislerde, ¢igekler,
kabuklar ve yapraklarda hatta medikal bitkiler; Ginkgo biloba, Hypericum perforatum,
Sambucus canadensis’de dogal olarak bulunan polifenolik bir flavonoiddir (Harnly ve
ark., 2006; Williamson ve Manach, 2005).

Quercetin; antioksidan, antihipertansif, antiallerjen, antiinflamatuar,
antibakteriyel, antiviral, antitrombotik, antiaritmik, antitimoral ve antihumoral
aktiviteler ile klinik anlamda genis bir etki spektrumu gostermektedir (Coskun ve ark.,
2005; Formica ve Regelson, 1995). QUE’nin bir¢ok farmakolojik ve biyolojik
etkinliklerinin yan sira kolon kanseri, meme kanseri, akciger kanseri, prostat, [6semi
ve hepatoma gibi birgok kanser tiiriinde antikanserojen etkilere sahip oldugu ifade
edilmektedir (Izzo ve ark., 2020; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2012; Liu ve ark., 2014).

Sar1 renkli, ac1 bir tada sahip olan HSP ise; farmakolojik olarak biyoaktif bir
flavonon glikozittir (Devi ve ark., 2015). Kimyasal olarak, aglikon (seker icermeyen

formlar), hesperetin ve seker rutinosidinden olugmaktadir (Kuntic ve ark., 2014).



Limon, portakal, mandalina gibi turunggillerde ve bu turunggillerden elde edilmis
meyve sularinda bulunmaktadir. Bu meyvelerin kabuk ve zar kisimlarinda HSP
konsantrasyonunun daha yogun oldugu belirtilmektedir (Mauludin ve Miiller, 2013).
Mandalina kabugunun kuru kiitlesinin %5-10" unun HSP i¢erdigi bildirilmistir (Liu ve
ark., 2013).

Hesperidin’in ¢ok sayida memeli hiicre sisteminde c¢esitli biyolojik etkileri
vardir. In-vitro ve in-vivo galismalarda antimikrobiyal, antiviral, antihipertansif,
hipolipidemik, antidiabetik, analjezik, antililserojen, antialerjik, vazodilatér,
antineoplastik, anti-inflamatuvar, antioksidan, antihepatotoksik 6zelliklerine ek olarak
kemik dansite kaybinin azaltici etkileri de gosterilmistir (Ferraz ve ark., 2020; Guardia
ve ark., 2001; Ozarowski ve Karpinski, 2021). Siganlarla yapilan ¢alismada portakal
ve mandalina suyundan elde edilmis HSP’nin kolon ve akciger kanser hiicrelerinin
Onemli bir boliimiiniin 6ldiriilmesinin yani sira ateroskleroz, kolesterol ve trigliserid
(TG) seviyesini de azalttigr gosterilmistir (Etcheverry ve ark., 2008). Literatiirde
HSP’nin oksidatif/nitratif stres, inflamasyon ve apoptozu inhibe ettigi ¢aligmalar 6n
plana ¢ikmaktadir (Bhargava ve ark., 2019; Kim ve ark., 2015; Li ve Schluesener,
2017).

Fakat literatiirde CP ile indiiklenen deney hayvanlarindaki nefrotoksisiteye
karst QUE ve HSP’nin koruyucu etkilerinin ele alindigi ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Fouad ve ark., 2021; Kocahan ve ark., 2017; Ozcan ve ark., 2005;
Sekeroglu ve ark., 2011; Sherif, 2018).

Bu ¢alismada “ratlarda CP kaynakli nefrotoksisite lizerine kisa siireli QUE ve
HSP takviyesinin bobrek dokususunda histopatolojik ve oksidatif stres agisindan
olumlu etkileri bulunmaktadir” hipotezi dogrultusunda; CP kaynakli nefrotoksisitede
oksidatif stres ve bobrek hasarina karst QUE ve HSP’nin olas1 koruyucu etkilerinin

arastirilmasi amaclanmustir.



1.1.Kanser

Kanser; anormallesen hiicrelerin kontrolsiiz bdliinmesi ve ¢ogalmasi
sonucunda meydana gelen malign huylu urlar olarak tanimlanmaktadir (Saglik
Bakanligi, 2013). Kontrol dis1 hiicre biiylimesi ve boliinmesine kanser hiicrelerinde
meydana gelen genetik ve epigenetik degisiklikler neden olmaktadir (Koutsogiannouli
ve ark., 2013). Kanserin koken aldigi hiicre ve gelistigi organ cesidi baz alinarak
100’den fazla tiirtiniin oldugu belirlenmistir. Fakat heniiz tanimlanmamis ¢ok daha
fazla kanser ¢esidinin oldugu disiiniilmektedir (Sawyers ve ark., 2013). Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’niin 2010 yilindaki Global Durum Raporu’na gore dliimlerin %63 {inii
bulasici olmayan hastaliklar, bu oranin %21’inin ise kanser nedeniyle gerceklesen
oliimler olusturmaktadir (DSO, 2011). Diinyada kansere bagl &liimler ikinci sirada
yer alirken (DSO, 2019), Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020 verilerine gore;
tilkemizde kanser nedenli 6liimler dolasim sistemi ve solunum sistemi hastaliklarindan
sonra iigiincii sirada yer almaktadir (TUIK, 2023). Kanserin tiirleri cinsiyetlere gore
farkli olup, erkeklerde akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri,
kadinlarda meme, kolorektal, akciger, serviks ve tiroid kanseri en sik goriilen kanser

tiirleridir (DSO, 2018a).

Kanserin nedenleri ve risk faktorlerini bilmek, kanserin toplumdaki
farkindaligimi arttirarak saglikli ve kaliteli yasam bilinci gelistirmek ve davranis
degisikligi olusturmak olduk¢a Onemlidir (Agirman ve ark., 2019). Kanser
gelisimindeki risk faktorleri; genetik, yas, beslenme aligkanliklari, ¢evresel etmenler
(titin ve alkol kullanimi), cografi konum, kimyasal kanserojenlere maruziyet
(nitrozaminler, krom, arsenik), radyasyon, travma, inflamasyon, virisler ve sedanter
yasam, tarzidir (Agirman ve ark., 2019; Kaptan ve Dedeli, 2012). Tiitiin drinlerinin
tiketiminden kacinilmasi, alkol tiiketimini azaltilmasi, ideal viicut agirliginin
korunmasi, diizenli egzersiz yapilarak sedanter yasam tarzinin degistirilmesi ve
enfeksiyon risk faktorlerinden korunulmasi ile kansere bagli 6limlerin %30-50

oraninda 6nlenebildigi belirtilmektedir (DSO, 2018b).



Kanser hiicrelerinin iki genetik 6zelligi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
hiicrenin biiyime ve boliinmesi siirecindeki normal baskilanmaya karst koyup
cogalmas1 durumu iken, ikincisi ise kendilerine ait olmayan alanlar1 isgal ederek bu
alanlarda kolonilesmeleri yani metastaz yapmalaridir (Alberts ve ark., 2008; Skoulidis
ve Heymach, 2019). Hiicrelerdeki kanser olusumu diger bir deyisle karsinojenez ise,
tic evrede gerceklesmektedir. Bu evreler sirasityla baslangic (inisiyasyon), artma
(promosyon) ve ilerleme (progresyon)’dir. Ilk evre olan inisiyasyon oldukca uzun bir
siirectir ve gen ifadesini diizenleyen epigenom, DNA ve kromozom hasari ile meydana
gelmektedir. Inisiyasyon evresinde, inflamasyonun eslik ettigi genomik olarak
kararsiz bir hiicre biliylimesi gerceklesmektedir. Progresyon evresi hiicre sayisinin
arttigl ve genomlarin daha fazla hasara ugrayarak malign urlarin olustugu evredir
(Ozer ve ark., 2019; Poirier, 1987). Cok asamali karsinojenezin baslamasi ve
ilerlemesinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin etkili olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir (Asgharian ve ark., 2022; Cerutti, 1985). ROS tanim olarak, dis
yorilingelerinde ortaklagmamis elektron bulunduran radikal molekiillerdir. Yiiksek bir
enerjiye sahip olmalar1 nedeniyle ortaklagsmamis olan bu elektronlar, ROS’lar1 daha
reaktif bir hale getirmektedir (Lim ve Park, 2022). ROS’un organizmada neden oldugu
oksidasyonlar1 engelleyen, serbest radikalleri tutma ve stabilize etme 6zelligi olan
maddeler antioksidan olarak adlandirilmaktadir (Bensid ve ark., 2022). Yiiksek
diizeydeki ROS; lipitlere, proteinlere ve DNA’ya zarar vererek lipit peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve DNA hasari ile hiicreleri hasara ugratmaktadir. DNA’nin
hasara ugramasi sonucunda, kanser olusumuna neden olacak mutasyonlar meydana

gelmektedir (Schumacker, 2015).

Genel olarak kanser tedavisinde izlenilecek protokol, bireyin yagina, timorin
tipine ve yerlesimine, kanserin evresine, hastanin genel durumuna gore belirlenmekte
olup, tedavinin siiresi ve diger tedavilerle kombinasyonunun her evre i¢in farkli oldugu
belirtilmektedir. Metastaz ve biiyiime dahil, viicuttan biitiin kanser hiicrelerinin
temizlenmesini ve hastada hayat boyu tiimoériin tekrarlanmamasini amaglayan tedavi
bigimi ‘kiiratif tedavi’ olarak tanimlanirken, hastada tam iyilesmenin saglanamadigi
ve viicuttaki son kanser hiicresinin yok edilmesinin tedavideki asil amag¢ olmadigi,

bunun yerine hastanin yasam kalitesi ve siiresini artirmay1 hedefleyen tedavi sekli ise



“palyatif tedavi” olarak tanimlanmaktadir (Hazafa ve ark., 2020; Bayik, 1989). Kanser
tedavisindeki uygulamalar sistemik ve lokal tedaviler olarak siniflandirilmaktadir.
Sistemik tedaviler; kemoterapi, hormonoterapi ve biyolojik tedaviler iken, lokal
tedaviler ise; radyoterapi ve cerrahi tedavilerdir. Bu tedaviler tek basina ya da kombine
bir sekilde uygulanabilmektedir. Bunlar arasinda en sik kullanilan tedavi tiirii

kemoterapidir (Haileselassie ve ark., 2019).

1.1.1. Kemoterapi

Kemoterapi, kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan yontem olup, 6zellikle tanisi
kesinlesmis ve evresi belirlenmis kanser hastalarinda tercih edilmektedir.
Kemoterapétik ilaglarin kullanimi 1940’1 yillarda baglamistir. Giiniimiizde kanser
tedavisinde, kombine sekilde 100°den fazla kemoterapi ilaci kullanildigi
belirtilmektedir (American Cancer Society, 2018; Fernando ve Jones, 2015).

Tanim olarak hiicre 6liimii demek olan apoptosiz, organlardaki hiicre sayisini
kontrol altinda tutmaya yarayan bir sistemdir. Organizmada yeni bir hiicre ihtiyaci
oldugunda sinyaller gonderilmekte ve eski hiicrelerin par¢alanmasi ve yeni hiicrenin
olusturulmasi Saglanmaktadir. Fakat viicutta timor varliginda hiicre 6liimiine karsi
direng gelismekte, liretilen tiimor hiicresinin sayisi, 6len hiicre sayisindan daha fazla
olmakta ve bu da timoériin hizla biiyiimesini tetiklemektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan ilaglar ya DNA’ya miidahale ederek ya da hiicre boliinmesi igin gerekli olan
kilit proteinlere etki ederek bu timor hiicrelerinin  biiyiimesini durdurmak,
davraniglarin1 degistirmek veya kanser hiicrelerini tamamen yok etmek igin gerekli
sitotoksik etkiyi olusturmak amaciyla kullanilmaktadir (Deniz, 2018; Schirrmacher,
2019).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglara antineoplastik ilaclar veya sitotoksik
ajanlar adi1 verilmektedir. Antineoplastik ilaglar organizmadaki islevlerinde

nonselektif yani secici olmayan 6zellikler tasimaktadir. Bu durum kanser hiicrelerinin



yani sira timor bulunmayan agiz mukozasi, kemik iligi, sa¢ folikdlleri, fetis ve
bagirsak embriyo hiicreleri ve testis epitelyumu gibi hizli biiyiiyen ve boéliinen
hiicrelere sahip saglikli dokulara ve sistemlere de zarar verebilmektedir. Yani
kemoterapi kanser tedavisinde fayda saglamakla birlikte viicutta agri, mide bulantisi,
kusma, diyare, konstipasyon, halsizlik, sa¢ dokiilmesi, anemi, psikolojik degisiklikler,
kasint1 ve stomatit gibi yan etkilere yol agmaktadir (Deniz, 2018; Gebremedhin ve ark.,
2021).

Klinikte kullanilan kemoterapik ilaglar:
- Alkilleyici bilesikler
- Mitoz inhibitorleri
- Antimetabolitler
- Sitostatik antibiyotikler
- Hormon ve hormon antagonistleri
- Radyoaktif izotoplar ve
- Diger sitositatikler’dir (Schirrmacher, 2019).

Bu gruplar arasinda klinikte en onemlisi ve en fazla tercih edileni alkilleyici
bilesiklerdir. Bu grup ilaglar, pek cok organik bilesikle reaksiyona giren alkil gruplari
icermektedir. Yapilarindaki alkil grubu sayesinde DNA ile kovalent bag olusturup
niikleik asit re-duplikasyonunu engellemekte, boylece DNA’da hasar meydana
getirerek hiicre Olimiinii indiikklemektedir (Fu ve ark., 2012). Alkillenen DNA
molekiiliiniin onarilmasi i¢in ¢alisan enzimler, DNA 'da kiriklar meydana gelmesine
neden olmakta ve bunlari onaramamaktadir. Sonugta, DNA'nin replikasyonu ve
RNA transkripsiyonu engellenmis olmaktadir (Corrie, 2008). Kemoterapi tedavisinde
alkilleyicti tip ilaglarin doz kisitlanmasina neden olan ana faktor bagisiklik baskilayici
etkilerinin olmasidir. Alkilleyici bilesikler; hiicreler hangi donemde olursa olsun etki
edebilen siklusa 6zgii olmayan ilaglardir. Alkilleyici bilesiklerden bazilarina CP,
ifosfamid, klorambusil, altretamin, karmustin, dakarbazin, sisplatin 6rnek olarak

verilebilir. Bu bilesiklerden en yaygin kullanilani ise CP’dir (Luo ve ark., 2017).



1.1.1.1. Siklofosfamid (CP)

Siklofosfamid klinikte en sik kullanilan ve doneme 6zgii olmayan (hiicre
siklusunun evrelerinden bagimsiz) alkilleyici tipte antineoplastik ilaglarin etken
maddelerinden biridir. Ilk defa 1958 yilinda Nobert Brock tarafindan bulunmus ve
1959 yilinda kanser tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Oda sicakliginda beyaz
renkli, kristalize toz halinde bulunan CP’nin, Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) sistemine gore agik formiilii (RS)-2-[Bis(2-kloretil)amino]-
2H-1,3,2-oksazafosfinan-2-oksit’dir (Patwa ve ark., 2020). CP lenfoma ve
noroblastoma gibi kanserlerin tedavisinde kullanilmasinin yani sira romatoid artrit,
multiple skleroz, sistemik lupus eritematozus, organ transplantasyonu hastaliklariin
tedavisinde immunsupresif olarak da kullanilmaktadir (Omole ve ark., 2018). Cizelge

1.1’de CP’nin baslica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 1.1. CP’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Wang ve ark., 2009a)

Molekiil formiilii C7H15CI2N202P

Molekiil agirhgi 261,09

Fiziksel ozellikler Kokusuz, ince, beyaz kristal toz

Erime noktasi 495 -53°C

Kaynama noktasi 336 °C

Yogunluk 1,479 g/cm®

Coziiniirliik Kloroform, dioksan ve glikoller iginde ¢oziilir, benzen, karbon tetrakloriirde
hafifce ¢oziiniir, eter ve asetonda ¢ok az ¢oziiniir

Boliim katsayisi 0,63

pKa 45-6,5

pH 7.5-8.0

N-NH3 (mg/L) 2-5

Stabilite 30°C’nin {iizerindeki sicakliklarda klor atomlarinin ayrismasiyla hidroliz
meydana gelir. Oksidasyon, nem ve 1518a duyarlidir

1.1.1.1.1. Etki Mekanizmasi ve Farmakokinetik

Her yastan hastaya oral ve intravendz yolla uygulanabilen CP’nin dozu ve
uygulama siiresi hastaligin evresi ve seyrine gore degisiklik gostermektedir. Oral alimi
takiben hizlica emilmekte olup, biyoyararlanimi en az %75’tir (Zhang ve ark., 2006).

Organizmada yarilanma Omrii 6 ila 9 saat arasinda degisiklik gostermektedir.



Serumdaki maximum konsantrasyonuna oral yolla uygulandiginda bir saatte;

intraven6z uygulandiginda ise 2-3 saatte ulagsmaktadir (Wang ve ark., 2013).

Alkilleyici ajanlarin farmakolojik aktivitesi temelde DNA ipliklerinin ¢apraz
olarak baglanmasiyla; mitotik aktivite, hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve
fonksiyonlarinin bozulmasi esasina dayanmaktadir. Inaktif bir ajan olan CP’nin,
farmakolojik aktivitesini gosterebilmesi igin, hepatik sitokrom P-450 enzimatik
biyoaktivasyona ihtiya¢ vardir (De Jonge ve ark., 2005). Karacigerde metabolize
edildikten sonra 48 saat i¢inde bobreklerden atimi gergeklesmektedir. Uygulanan
dozun %3-25’1 temel bilesik halinde, yani herhangi bir degisime ugramadan viicuttan
uzaklastirilmaktadir (Sherif, 2020).

Siklofosfamid, karacigerde sitokrom P-450 enzim ailesinden olan CYP3A4 ve
CYP2B6 enzimleri ile 4-hidroksi-siklofosfamid’e donistirilmekte ve bu da
aldofosfamide izomerlesmektedir (Sekil 1.1). Aldofosfamid, alkilleyici ajan olan
fosforamid mustard (FAM) ve idrar kesesinde sitotoksik etki gosteren akroleine
ayrismaktadir (Mathijssen ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2006). Aktif neoplastik bir
ajan olan FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin
bagisiklik baskilayici ve antitiimér etkilerine neden oldugu belirtilmektedir. Akrolein
ise, CP’nin toksik etkisinden asil sorumlu aktif metabolitidir. Akrolein doku
antioksidan savunma sistemine miidahale ederek; yiiksek oranda ROS olusumuna,
endotel hiicreler tizerinde toksik etkilere neden olarak memeli hiicrelerinde mutajenik
etkiye yol agmaktadir (Wang ve ark., 2013; Wei ve ark., 2012).

cl
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Sekil 1.1. CP’nin hepatik metabolizmasi (Sherif, 2020’den uyarlanmistir)



1.1.1.1.2. Kullanim Alanlar1 ve Yan EtKileri

Siklofosfamid klinikte hem hematolojik hem de solid tiimérlerin tedavisinde
uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Akciger kanseri, meme kanseri, l0semi,
testis kanseri, serviks kanseri, akut lenfositik lenfoma, Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin
lenfoma, koryokarsinoma vakalari, yumusak doku sarkomlari, noroblastomlar ve
rhabdomyosarkomlarin tedavi protokoliinde yer almaktadir (Chamorro-Cevallos ve
ark., 2008). Bununla birlikte immunosupresif etkinligi nedeniyle Behget hastaligi,
romatoid artrit, nefrotik sendrom, sistemik lupus eritematozus, trombositopenik
purpura ve Wegener granulomatozisi gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. EK olarak CP organ transplantasyonu yapilan hastalarda
doku reddinin engellenmesi amaciyla da siklikla tercih edilmektedir (Yu ve ark.,
2014).

Siklofosfamid’in yan etkileri ilk defa 1960’11 yillarda bildirilmistir. Bunlar
arasinda nispeten daha hafif sayilabilecek yan etkilerin yani sira doza bagli olarak
gelisen ¢ok daha ciddi yan etkiler de bulunmaktadir. CP’nin en sik goriilen yan etkileri
bulanti, kusma, karin agrisi, diyare, istah ve agirlik kaybi, sa¢ dokiilmesi, agiz ve dilde
yaralar, cilt rengindeki degisiklikler ve kemik iligi baskilanmasidir. Bulant1 ve kusma
genellikle ilacin verilmesinden 6 saat sonra baslayip, yaklasik 4 saat kadar stirmektedir
(Senthilkumar ve ark., 2006). Kemik iligi baskilanmasina bagli 16kopeni ve
trombositopeni gelismekte ve ilacin baslangicindan 1-2 hafta sonra bu kan hiicreleri
plazmada en diisiik seviyeye inmektedir. Alopesi ve gonadal hasar gibi toksik etkileri
olmasinin yani sira CP, insanlarda kanserojen etki potansiyeline de sahiptir. Bununla
birlikte CP tedavisi gegici veya kismen kalict sterilite ve infertilite gibi iireme
sorunlarina ve neden olabilmektedir (Schirrmacher, 2019; Wei ve ark., 2012). CP,
organizmada kromozom hasari, mikronukleus, kardes kromatid degisimi ve DNA
iplik¢ik kiriklari meydana getirerek genotoksik etkilere de yol agmaktadir (Rehman ve
ark., 2012). Ayrica nefrotoksisite (Sheth ve ark., 2018), hepatoksisite (Hamzeh ve ark.,
2018), kardiyotoksisite (Slordal, 2006 ve Floyd, 2005) ve gonadal toksisite (Atalay,
2014 ve Kanno, 2009) gibi ¢oklu organ hasarlarina da neden olabildigi

belirtilmektedir. Bunlara ek olarak CP’nin oksidatif strese neden oldugu ve hayati
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oneme sahip organlarda lipid peroksidasyonunu arttirdigi bildirilmektedir (Taslimi ve
ark., 2019).

Dogal Oksidatiif/Nitrosatif
Stres

Bilesikler

X CytP450 Metabolizmasi

Purinerjik Sinyalizasyon

inflamasyon

CP ile indiiklenen
Nefro/Urotoksisitenin
Patofizyolojik

j,p =
\

Q N

o

immiin Sistem

Muskarinik Reseptorler

\ Uroplakinler Apoptosis

DNA Kirilmasi

& 4

Sekil 1.2. CP’nin neden oldugu nefro/iirotoksisitenin patofizyolojik mekanizmalari ile
bazi dogal bilesiklerin olasi iiroprotektif mekanizmalar1 (Sherif, 2020)

Siklofosfamid’in doz ayarlamasinda 6nemli bir kisitlayici faktor olan tirolojik
yan etkiler; idrar sikliginda artisa, suprapubik rahatsizlik (mesane agri sendromu),
diziiri (agrilt idrar yapma) ve mikrohematiiri gibi gegici irritatif bosaltim sistemi
semptomlarindan hayat1 tehdit edici hemorajik sistiteye kadar degisiklik
gostermektedir (Sekil 1.2). Bunlara ek olarak; nekroz, mesane fibrozisi, vezikoiireteral
refli ve kontraktiriin gelistigi de bildirilmistir (Senthilkumar ve ark., 2006).
Literatiirde CP’nin en sik karsilagilan organ toksisiteleri arasinda nefrotoksisite
bulunmakta (Sherif, 2020) ve CP’nin yaygin nefrotoksik etkilerinin bulundugu, renal
tiibiiller iizerinde dogrudan bir etkiye ve uygun olmayan bir siv1 tutulumuna neden
oldugu belirtilmektedir (Bajeer ve ark., 2018; Doshi ve ark., 2019; Lawson ve ark.,
2008). Bobreklerde meydana gelen hasarlardan kaynakli, asir1 hidrasyon gelismis bir
hastaya sivi yiiklenmesi sonrasinda; olasi hiponatremi, nébet ve Oliim riskinin
gelisebilecegi bildirilmektedir (Doshi ve ark., 2019). CP’nin iirotelyal toksisitesini
azaltma girisimleri, mesanede akroleini inaktive eden tiyol bilesiklerinin gelismesine

neden olmustur. Bu anlamda en faydali oldugu bilinen ajan sodyum 2-merkaptoetan-
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stilfonat; kisa ismiyle mesnadir. Mesna oral veya parenteral olarak verilebilmekte ve
viicutta kisa siire i¢inde stabil bir inaktif distilfite oksitlenebilmektedir. Temelde etki
mekanizmas1 akroleini baglayarak aktif hale geldikten sonra idrarla atilimini
saglamaktir. Bununla birlikte mesna, idrarda 4-hidroksisiklofosfamid'den akrolein

salmimini inhibe ederek etki gostermektedir (Ozcan ve ark., 2005).

1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijenli solunum yapan tiim canlilarda normal kosullar altinda endojen
oksidanlar ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi arasinda
bir denge bulunmaktadir. Oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin oksidan sistem lehine bozulmasi, lipid peroksidasyonu ve serbest radikal
tiriinlerinin olusmas: ile organizmada hiicresel hasar meydana gelmesi olarak
tamimlanmaktadir (Sies ve ark., 2017). Organizmada oksidatif strese karsi savunma
mekanizmalarinin yetersiz olmasi1 durumunda hiicrelerdeki oksidatif stresten kaynakli

zararlar yayilmakta ve hiicrelerdeki isleyis hasar gormektedir (Sekil 1.3).

[ Oksidatif Stres ]

Kimyasal Ajanlar
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Sekil 1.3. Serbest radikal ve antioksidan dengesinin bozulmas1 ve sonuglari (Ozcan ve
ark, 2015)

Enfeksiyon, yetersiz ve/veya kotli beslenme aligskanliklari, toksinlere maruz
kalma, sigara ve alkol kullanimi, hipertrofi, asir1 egzersiz; oksidatif stresin nedenleri

arasinda gosterilmekte ve sonugta dokular yaralanabilmektedir. Hasar alan dokular;
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fagositlerin aktivasyonunu, lipogenaz, ksantin oksidaz gibi radikal iireten enzimlerin
artmasini, demir ve bakir gibi bazi iyonlarinin serbest birakilmasini ve oksidatif
fosforilasyondaki elektron transport sisteminde meydana gelen bozulma ile asirt ROS
iiretimini tetiklemektedir (Ozcan ve ark., 2015). Kanser tedavisinde uygulanan
kemoterapi ve radyoterapi, ROS’un asir1 iiretilmesine neden olmakta ve oksidanlar ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki denge bozulabilmektedir (Pisoschi ve Pop,
2015; Sies ve ark., 2017). Yapilan in-vitro ve in-vivo ¢alismalar, birgok antineoplastik
ajanin antitiimoral etkinliklerini serbest radikaller olusturarak gosterdiklerini
kanitlamigtir (Ali ve ark., 2017; Camargo ve ark., 2018; Pienigzek ve ark., 2013).
Kemoterapi araciligi ile olusan ROS’lar yalniz tiimor hiicreleri tizerinde etkili degildir,
ayn1 zamanda saglikli hiicrelerin protein, lipid ve niikleik asitler (DNA ve RNA) gibi
makromolekiillerinde de hasara neden olabilmektedir (Patra ve ark, 2012). Bu etkiye
verilebilecek en iyi 6rnek, kemoterapi sonucu artan serbest radikal konsantrasyonu ile
indiiklenen ve olduk¢a sik karsilasilan oral mukozittir. Oral mukozit ozellikle
radyoterapi ile es zamanli yliksek doz kemoterapi alan hastalarda ¢ok sik goriilen ve

istenmeyen etkilerden biridir (Saito ve ark, 2014).

In-vitro ortamda yapilan bir ¢alismada antineoplastik ilaglarin tedavi dncesine
gore hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit radikalinin tretimini belirgin sekilde
arttirdig1 gosterilmistir (Farooqi ve ark., 2015). Farkli ¢alismalarda, kemoterapik
ajanlara maruziyet sonucu lipid peroksidasyonu iriinlerinin arttigi ve plazma
antioksidan diizeylerinin azaldig1 bildirilmektedir (Chabner ve ark., 2006; Giorgio,
2015). Kemoterapi tedavisi goren hastalarda gelisen plazma lipit peroksidasyonu ve
tiyobarbitiirik asit (TBA) konsantrasyonundaki artig, kemoterapinin oksidatif strese
yol agtigina bir kanit olarak gosterilmektedir (Yokoyama ve ark., 2017). CP’nin de;
organizmada Ozellikle siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) olmak iizere
antioksidan enzim diizeylerini, vitamin C ve E seviyelerini azaltarak, hiicreyi oksidatif
hasara kars1 hassas hale getirdigi belirtilmektedir. Bu etkiler lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeylerinin artmasiyla sonuclanmaktadir (Abd EI Tawab ve
ark., 2014).
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Lipid peroksidasyonu, yaglarin ylikseltgenmesi sonucu gelisen bozulmadir. Bu
bozulma reaksiyonu, yapilarindaki doymamis molekiillerin oksijenle yiikseltgenmesi
sonucu meydana gelmektedir. Reaksiyon sonucunda keton, aldehit, alkol, hidroksi
asit, keto asit ve daha kii¢iik molekiillii yag asitleri olusmaktadir. Bunlar arasinda en
sitotoksik olan molekiil aldehitlerdir. Bu tiriinlerden biri olan MDA lipit peroksitlerin
nonenzimatik oksidatif dekompozisyonu sonucunda olusan ve lipit peroksitlerinin
sekonder veya son iiriin olarak doniistiigii molekiillerden biridir. Bu nedenle MDA
miktari ile lipit peroksidasyon derecesi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir.
Genellikle lipit peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi igin MDA o6l¢iimii siklikla
kullanilan pratik bir yontemdir. MDA doku ve viicut sivilarinda spektrofotometrik ve
florometrik metotla Olciilebilmektedir. Metod MDA ile TBA’nin reaksiyona girerek
pembe renk veren bir bilesige doniismesi esasina dayanmaktadir. Lipit
peroksidasyonunun derecesi, olusan bu ¢dzeltinin absorbans degerinden yararlanilarak
belirlenmektedir (Ayala ve ark, 2014). MDA, hiicre membranindan kolay gegebildigi
icin iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina ve
enzim aktivitesinin degismesine neden olmaktadir. Bu 6zelligi ile MDA nin, DNA’nin
nitrojen bazlari ile reaksiyona girerek mutajenik etkilere neden oldugu, hiicre kiiltiirleri
icin ise karsinojenik ve genotoksik etkilere sahip oldugu belirtilmektedir (Gegotek ve

Skrzydlewska, 2019).

Organizmada artan tiim bu serbest radikaller sonucunda gelisen oksidatif
stresin kanser, bobrek yetmezligi, ndrolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
inflamatuvar bozukluklar, karaciger hastaliklar1 ve yaslanma gibi birgok hastaliga
neden oldugu belirtilmektedir (Gutteridge, 1993; Liguori ve ark., 2018). Aym
zamanda oksidatif stresin bobrek hasarinin patofizyolojisine katkist oldugu da
bilinmektedir. Bu nedenle anjiyotensin donistiiriicii enzim inhibitorleri, anjiyotensin
IT tip 1 reseptor antagonistleri, beta (B)- blokerler, kalsiyum (Ca) kanali blokerleri ve
lipid diisiiriicii maddeler gibi bazi ilaglarin bobrege olan yararli etkilerinin oksidatif

stresi azaltma yeteneklerinden geldigi belirtilmektedir (Gunes ve ark., 2018).

Oksidatif stresin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in, viicutta dogal olarak iiretilen

veya besinler ya da takviyeler seklinde alinan antioksidanlarin organizmada gesitli etki

14



mekanizmalart bulunmaktadir. Endojen ve eksojen antioksidanlar, ROS’un
organizmada neden oldugu zararlar1 onararak veya oOnleyerek serbest radikal
temizleyiciler olarak islev gormektedir (Preiser, 2012). Sekil 1.4’te endojen ve eksojen
antioksidanlar verilmistir (Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidanlarin ¢alisma
mekanizmasi dort farkli sekilde etki gosterse de, ortak etkileri yapilarindaki hidrojen
(H) atomlarin paylasarak radikallerin reaktiflik 6zelligini baskilamaktir. Bu dort farkli

mekanizma sunlardir:

Scavening (temizleme) etkisi; bu mekanizmada oksidanlar, antioksidanlar

tarafindan zayif bir molekiil haline donistiiriillmektedir.

Quencher (baskilama) etkisi; ROS’larn yakalama 6zelligi olan vitaminler ve
flavonoidlerin kullandigi mekanizma olup, oksidan maddelerle H atomunu
paylasarak onlarin etkisiz hale gelmesini saglamaktadirlar.

- Onarim etkisi; antioksidanlarin serbest radikallerin neden oldugu hasarlari tamir

etme prensibine dayanmaktadir.

Zincir koparma etkisi; E vitamini, albiimin ve bilirubin gibi antioksidanlarin
oksidanlari baglayarak islevlerini yapmalarina engel olmalar1 seklinde

gerceklesmektedir (Meral ve ark., 2012).
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Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) mUrik asit | a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) . Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-

B-karoten (Vitamin A) siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)
************* Endojen  antioksidan  aktiviteyi =~ artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Nétrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

Sekil 1.4. Organizmada bulunan antioksidan sistem elemanlar1 (Karabulut ve Giilay,
2016)

Viicutta serbest radikallere kars1 savunma sisteminde ilk olarak antioksidan
hiicresel enzim sistemleri sorumludur. Bu enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) olup,
serbest radikallerin olugmasi ve birikmesi ile lipid peroksidasyonunun meydana
gelmesini 6nleme islevine sahiptirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar; Vitamin A,
askorbik asit (Vitamin C), alfa (a) tokoferol (Vitamin E), glutatyon ve diger
antioksidanlardir. Organizmadaki antioksidanlarin miktarlari ve aktiviteleri arasindaki
mevcut denge, organizmanin hayatini siirdiirmesi ve saglikli kalmasi i¢in biyiik bir
oneme sahiptir (Kalender ve ark., 2012; Ozcan ve ark., 2015). Yapilan bir calismada,
ROS’lan hiicresel bazda temizlemede antioksidan enzimlerin ¢ok énemli bir yerinin
oldugu belirtilmistir (Kalender ve ark., 2015).
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Enzimatik antioksidanlardan olan SOD; antioksidan savunma hattinin ilk adimi
olup, mitokondride siiperoksit serbest radikalinin, reaktifligi daha diisiik olan H.O>’ ye
doniistiiriilmesinden sorumludur. Yapisinda ¢inko ve bakir igeren ve sitoplazmada
bulunan Cu/Zn SOD, yapisinda manganez (Mn) igeren ve mitokondride bulunan Mn
SOD ve hiicre dis1 sivida bulunan ve yapisinda demir igeren ekstraselliiler EC SOD
olmak tizere li¢ farkli formu bulunmaktadir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni
metabolize edebilme 06zellligi olan tiim hiicreleri siiperoksit radikaline karsi
korumaktir. Ayrica fagozite olan bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde ¢ok biiyiik
rol oynamasindan dolayr graniilosit fonksiyonunda olduk¢a 6nemlidir (Landis ve

Tower, 2005; Rosa ve ark., 2021).

CAT; yapis1 tetramerik olup, dort alt birimden olusan antioksidan 6zellige
sahip bir enzimdir. Her bir alt birim, bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii
icermektedir. Organizmada SOD’un olusturdugu H202’yi; su ve oksijene
pargalayarak, hidroksil (OH) radikalinin olusmasini Onlemekte gorevlidir. CAT
cogunlukla hiicre i¢inde; peroksizom organelinde yer alirken, organizmada ise;

karaciger, bobrek ve eritrositlerde bulunmaktadir (Glorieux ve ark., 2015).

GPx; her bir molekiiliinde dort atom Selenyum (Se) igeren, H202’lerin
indirgenmesinden sorumlu sitozolik bir enzimdir. GPx rediikte glutatyonu
yiikseltgerken, H202’yi su molekiiliine ¢evirmektedir. Bu sayede hemoglobini ve
membran lipidlerini oksidatif strese karsi korumus olmaktadir. Membrana bagli en
onemli antioksidan olan vitamin E yeterli miktarda bulunmadiginda, GPX membrani
peroksidasyona karsi korumaktadir. Eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili
antioksidan olan GPx’in diizeyinde bir azalma oldugunda, H2O>’nin seviyesinde artis
oldugu ve bunun da eritrositlerde hiicre hasar1 meydana gelmesine neden oldugu

belirtilmistir (Comhair ve Erzurum, 2005; Lei ve ark., 2007).

GST,; organizmay1 arasidonik asit gibi lipid peroksitlerine karsi savunmada
gorevlidir. Hem detoksifikasyon, hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyict gorevleri

bulunmaktadir. Yabanci maddeleri glutatyonun yapisindaki sisteine ait kiikiirt grubu
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ile baglayarak elektrofilik bolgelerini notralize etmekte, bu sayede suda daha fazla
¢ozlinen bir molekiile donistiirerek viicuttan daha kolay atilmasini saglamaktadir.
GST’ler bu oOzellikleri ile viicutta daha az toksik madde olusmasina yardimci
olmaktadir. Ek olarak GST; oksidatif stres ve ksenobiyotiklere karsi koruma
saglarken, kemoterapik ajanlara karsi diren¢ gostermektedir. Bu nedenle kanser
tedavisinde oldukg¢a biiyiik 6nem tasimaktadir (Bhagat ve ark., 2016; Rushmore ve
Pickett, 1993).

Endojen antioksidanlarin yani sira kemoterapik ajanlarin ve 6zellikle CP’nin
toksik etkilerini baskilayarak daha yiiksek dozlarda ve daha etkin kullanilmasina
olanak saglayan cesitli ekzojen antioksidan maddeler olabilecegi yoniinde cesitli
calismalar bulunmaktadir (Cengiz ve ark., 2018; Patra ve ark., 2012; Tripathi ve Jena,
2009; Wei ve ark., 2012). Kemopreventif maddeler arasinda, giiglii antioksidan
Ozelligi nedeniyle en ¢ok calisilan antioksidanlar flavonoidlerdir. Son yillarda
flavonoid sinifinda siklikla ¢alisilan ve dikkat ¢eken antioksidan maddeler arasinda

QUE ve HSP yer almaktadir (Fouad ve ark., 2021; Kocahan ve ark., 2017).
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Sekil 1.5. QUE ve HSP’nin oksidatif stres ilizerine antioksidan etkinligi (Xu ve ark.,
2019’dan uyarlanmistir)
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1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, insan sagligi iizerinde olumlu etkilere sahip olan, yapisinda
benzo- y- piron tiirevlerinden olusmus, genis heterojen gruplari igeren ve bitkilerde
bulunan disiik molekiil agirlikli dogal polifenolik bilesiklerin bir grubudur. (Karak,
2019). ik olarak 1930 yilinda portakaldan izole edilen bir maddenin yeni bir vitamin
smifinin liyesi oldugu disiiniilerek, P vitamini olarak adlandirilmistir. Amerikan
Biyokimya Birligi ve Amerikan Beslenme Enstitiisii, 1950 yilinda vitamin P terimini
vitamin aktivitesi gostermedigi gerekcesiyle kaldirmistir. Giliniimiizde flavanoidler
olarak bilinmekte olup, dogal biyolojik bilesikler olmalar1 nedeni ile biyoflavanoidler
olarak da adlandirilmaktadir. Giiniimiize kadar devam eden arastirmalar sayesinde

6000’den fazla flavonoid ¢esidi oldugu kesfedilmistir (Martins ve ark., 2019).

Dogal olarak bulunan flavonoidler, kimyasal yapilarina gore alti gruba
ayrilmaktadir.  Bunlar;  flavonoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonoidler,
flavanlar(flavanoller) ve antosiyaninlerdir (Sekil 1.6). Flavonoidler ¢ogunlukla meyve
ve sebzeler, tibbi ve aromatik bitkiler, sert kabuklu yemisler, kirmiz1 sarap, ¢ay ve

bitkilerin kok, govde, yaprak gibi kisimlarinda bulunmaktadir (Brodowska, 2017).

| Flavonoidler |
[

| | [ | |
Antosiyanidinler [ isoflavonlar | | Flavanonlar | | Flavonlar |
Ik Quercetin | | { Katesin | | Glisetin_| I Hesperidin | Apigenin |
—{ Resveratrol | | ["Epikatesin | Naringenin | Luteolin |
| [Epigaliokatesin | || Pelargonidin | L Seristein |

|| Epigallokatesin Delfinidin :
gallat Kurubakl.:‘agllle.r, Turunggiller, Maydonoz,
soya fasiilyesi, domates kereviz
l l soya iriinleri

Kakao, elma,

i Kirmizi
yesll cay, sarap, cilek,

kirmizi sarap,

dlohts iziim, cilek

Sogan, pirasa,
brokoli, lahana,
elma, kiraz, cilek,
portakal, ¢ay,
kirmizi sarap

Sekil 1.6. Flavonoidlerin siniflandirmasi ve besin kaynaklari (Brodowska, 2017)
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Flavonoidlerin zengin kaynaklari arasinda meyve ve sebzeler bulunmaktadir.
Giinliik alinan flavonoidlerin miktarinin 20-200 mg kadar oldugu tahmin edilmektedir
(Corcoran ve ark., 2012). Flavonoidlerin kaynaklar1 arasinda birgok tibbi bitkinin de
bulundugu belirtilmektedir. Flavonoidleri igeren bitkisel ilaglar diinya genelinde
yaygin olarak bulunmasina ragmen, 6zellikle Cin’de fazlaca kullanilmaktadir (Fraga
ve ark., 2019).

Flavonoidler;  antioksidan,  antienflamatuar,  antiviral,  antialerjik,
antimutajenik, antiproliferatif, antitimoér ve hipokolesterolemik aktivite gibi
ozellikleri olmasi1 yoniiyle dikkat ¢ekmektedir (Wang ve ark 2009b). Flavonoidlerin
antioksidan ve antiradikal ozellikleri in-vitro ve in-vivo kosullarda uzun yillardir
arastirtlmaktadir. Bu ¢alismalarda ROS’un ve a-tokoferil radikallerinin azaltilmasi,
metal selatlama aktivitesi ve lrik asit diizeyindeki artis gibi 6zellikleri oldugu
belirlenmistir (Angst ve ark., 2013; Ni ve ark., 2012). Bununla birlikte flavonoidlerin
antioksidan enzimler {izerinde etkileri oldugu gosterilmistir. Sulu fazda flavonoidlerin,
hidroksit ve siiperoksit radikallerini temizledigi ve bazi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu arttirarak organizmanin antioksidan kapasitesine 6nemli katkilar
sagladigi bulunmustur. Bunlarin yani sira flavonoidlerin C vitamini ile birlikte kilcal
damar dokusu biitiinliigiinii ve direncini arttirdigi da bildirilmektedir (Panche ve ark.,

2016).

Epidemiyolojik ¢alismalar, antioksidan o6zellikte ve serbest radikal yakalama
fonksiyonlar1 olan flavonoid bilesiklerinin 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser riskini azaltmas1 bakimindan 6nemini gostermektedir (Garcia-Lafuente, 2009;
Wang ve ark., 2009b; Yildiz ve Turan, 2020). Flavonoidler antikanser etkilerini; segici
sitotoksisite, apoptoz ve antiproliferatif etkiler aracilig: ile sergilemektedir (Angst ve
ark., 2013). Hiicre kiltiiri ¢alismalarinda da flavonoidlerin, kinaz aktivitesi ile
proliferasyon inhibisyonu ve apoptosiz indiiksiyonu gibi ¢esitli antikanser etkileri
oldugu gosterilmistir (Angst ve ark., 2013; Li ve ark., 2007; Ni ve ark., 2012;). Bu
konuda yapilan ¢aligsmalarda; kolon (Nalini ve ark., 2012), meme (Hui ve ark., 2010),

gastrointestinal sistem (GiS) (Zarebczan ve ark., 2011), bobrek (Polukonova ve ark.,
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2018), ovaryum (Huang ve ark., 2015) ve akciger (Kasala ve ark., 2016) karsinoid

hiicre dongiisiinii durdurarak hticreleri inhibe ettigi kanitlanmustir.

1.2.1.1. Quercetin (QUE)

Yapisal formiilii 3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon ve kapali formiilii C15H1007
olan, flavonoidlerin flavonol grubunda yer alan QUE; ilk kez 1936’da Szent-Gyorgyi
tarafindan izolasyonu ve tanimlanmasi yapilmistir (Formica ve Regelson, 1995). Parlak
sar1 renkte, aci tadi olan kristalize kat1 bir madde olup, en yaygin bulunan flavonoid
bilesiklerden ve en giiclii antioksidan Ozellige sahip polifenollerdendir. QUE,
glikozidik baglarla fenolik gruplara bir veya daha fazla seker grubunun baglanmasi ile
olusan glikozitler ya da aglikonlar seklinde bitkinin temel olarak yapraklarinda ve
diger boliimlerinde bulunmaktadir (Kalender ve ark., 2012). QUE’nin kimyasal yapis1
Sekil 1.7°de verilmistir.

OH
A _oOH
= *T
HOML A~ r/o\\"[,ﬂ}/
i //"k\“// ~OH
OH O

Sekil 1.7. QUE’nin kimyasal yapis1 (Thilakarathna ve Rupasinghe, 2013)

Quercetin soguk suda ¢6ziinmemekte, sicak suda ¢ok az, alkolde kismen, yag,
asetik asit ve sulu alkali soliisyonlarda ise oldukga iyi ¢6ziinen bir yapiya sahiptir.
QUE rutin adl1 flavonoid glikozidin hidrolizi ile elde edilebildigi gibi; kimyasal olarak
da sentezlenebilmektedir. QUE nin diger flavonoidler gibi bitkilerin kendi ortamlarina

kars1 bir savunma yanitt olarak sentezlendigi bilinmektedir (Cao ve ark., 2010).

Quercetin diyette alinan flavonoidlerin %60-75’ini olusturmakta, bu nedenle
diyetteki major bioflavonoid olarak belirtilmektedir. Giinliik diyetle alim miktarinin

25-1000 mg arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Inal ve Kahraman 2000). Sogan,

21



elma, kirmiz1 sarap basta olmak iizere, siyah cay, greyfurt, kiraz, ¢ilek, yaban mersini,
ahududu, bogiirtlen, brokoli gibi sebze ve meyveler ile findik, karabugday gibi besinler
zengin kaynaklar1 arasinda olup, giinliik 25-30 mg aliminin insanlar i¢in yeterli oldugu
belirtilmektedir (Amorati ve ark., 2017). Giinlik flavonoid alimi beslenme
aliskanliklar1 ve cografi 6zelliklere gore degisiklik gostermektedir. Ulkemizde QUE
kaynag1 olarak en sik tiiketilen igecegin cay oldugu ve bunun diyetle alimin yaklagik
%60°’n1 olusturdugu saptanmistir (Cimen 1999). Italya ve Akdeniz diyeti uygulayan
tilkelerde kirmiz1 sarap, Japon ve Hollanda’da ¢ay, ABD, Finlandiya, Yunanistan ve
baz1 Balkan iilkelerinde sogan ve elmanin QUE’nin birincil diyet kaynagi oldugu
belirtilmektedir (David ve ark., 2016). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada OUE nin
kirmizi sogandaki miktarinin 200-600 mg/kg gibi oldukga yiiksek degerlerde oldugu
gosterilmistir (Tasc1 ve Koca, 2019).

Diyetle alman QUE’nin biliyilk miktar1 glikozillenmis oldugundan,
biyoyararlanimi diyetteki diger glikozitlerin tiirine baglidir. Besinler ile alinan
flavonoid glikozitlerin kolon ve ¢gekumda bulunan enterobakteriler tarafindan QUE ve
sekere hidrolize edilmesi sonrasinda, QUE enterohepatik sisteme aktarilmaktadir.
Emilen QUE plazmada albiimine baglanarak portal dolasimla karacigere tasinmakta
ve metabolize olduktan sonra tiim viicuda dagilmaktadir. QUE plazmada pik diizeyine
7 saat i¢inde ulagsmakta olup, eliminasyon 6émrii ortalama 25 saat kadar stirmektedir.
QUE ozellikle karaciger, bobrek, kolon, beyin, akciger ve kas dokularina dagilmakta
olup ayni zamanda bu dokularda birikme 6zelligine de sahiptir. QUE’nin yagl bir
diyette tiiketilmesinin, eliminasyonunda o6nemli Ol¢iide gecikmeye yol actigt
bildirilmektedir (Alrawaiq ve Abdullah, 2014; De Vries ve ark., 1998).

Quercetin’in birgok biyolojik aktif o6zelligi bulunmaktadir. Antioksidan,
antiinflamatuar, antiviral, antibakteriyel, antitrombotik, antiaritmik, antihipertansif,
antihumoral ve antitiimoral aktiviteler ile klinik anlamda genis bir etki spektrumu
gostermektedir (Formica, 1995). Literatirde QUE ile yapilan c¢alismalarla;
antibakteriyel etkilerinin oldugu (Yi ve ark., 2011), antikanser etki gosterebilecegi
(Biswas ve ark., 2022; Massi ve ark.,, 2017), diyabetin komplikasyonlarini
Onleyebilecegi (Shi ve ark., 2019), kolesterolii diisiiriicii etkilerinin oldugu (Zhang ve
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ark., 2016), koroner kalp hastaliklarinda 6liim riskini azalttigi (Lee ve ark., 2011),
platelet agregasyonunu inhibe ettigi (Hubbard ve ark., 2006), ndrodejeneratif
hastaliklarda (Bayazid ve Lim, 2022) ve osteoporozda (Huang ve ark., 2020) koruyucu
olabilecegi, astim, alerji, lirtiker ve saman nezlesi tedavisinde faydali oldugu
(Cesarone ve ark., 2019; Jafarinia ve ark., 2020) ve artriti onleyebilecegi (Javadi ve
ark., 2017) bildirilmektedir. Ayrica bunlara ek olarak; peptik tilser, gut hastaligi, goz
rahatsizliklari, artrit ve viral enfeksiyonlara karsi tedavi amacgli kullanilabilecegi

diistintilmektedir (Jan ve ark., 2010).

Quercetin’in giiclii antioksidan aktivitesi ve radikal siipiiriicii 6zelligi 6ne
cikmaktadir (Zhang ve ark., 2011). Flavonoid ailesi igerisinde QUE; NO, siiperoksit
ve peroksinitrit i¢in potansiyeli en yiiksek serbest radikal temizleyicisi olarak kabul
edilmektedir (Cushine ve Lamb 2005). Bu antioksidatif kapasitesi nedeni ile, ksantin
oksidaz’1 baskilamakta ve oksijen radikallerini inhibe etmektedir. Tek basina veya
askorbik asit ile birleserek, derideki norovaskiilator yapilara zarar veren oksidatif
hasarin insidansini azaltmaktadir (Boots ve ark., 2008; Schlachterman ve ark., 2008).
Ayrica QUE nin lipid peroksit radikallerinin olusumunu engelleyerek, metal iyonlarini
baglayarak lipitlerin oksidasyonunu engelledigi ve radikallerin olusumunda gorev
yapan enzim sistemlerini inhibe ettigi belirlenmistir (Murillo ve ark., 2017). Pek ¢ok
in-vivo ve in-vitro hayvan c¢alismalari QUE’nin antioksidan potansiyeli iizerine
yogunlagsmistir. Bu ¢alismalar, QUE nin antioksidan etkilerinin beyin, kalp, karaciger,
bobrek ve diger dokulari iskemi-reperfiizyon hasari, toksik bilesikler ve oksidatif
strese neden olan diger faktorlere karsi korudugunu ileri siirmektedir (Boots ve ark.,
2008; Dehghani ve ark., 2021; Sudhakaran ve ark., 2019; Youl ve ark., 2010; Zhang
ve ark., 2021). Ultraviyole (UV) 1sin1yla zarar verilen ve oksidatif stres olusturulan
siganlarda 50 mg/kg QUE’nin, UV sonrasi artan MDA’y distirdiigii, SOD, CAT,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerini arttirarak koruyucu etki

gosterdigi rapor edilmistir (Inal ve Kahraman, 2000).

Antikanser, antimutajenik, antianjiyogenik gibi 6zellikleri nedeni ile QUE’nin
giicli antikarsinojenik etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir. QUE’nin antikanser

ajan olma potansiyeli; apoptoz indiikleme, hiicre dongiisii regiilasyonu, tirozin kinaz
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aktivitesinin inhibisyonunu saglama fonksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Ayni
zamanda beyin, karaciger, kolon ve diger dokulardaki tiimdrlerin bilyiimesini azalttig
ve malign hiicrelerin yayilmasin1 6nledigi belirtilmektedir (Akan ve Garip, 2013).
Laboratuvar ¢alismalart, QUE’nin meme kanseri hiicrelerinin biiyiime hizin1 %50’ye
kadar distirdigiini gostermektedir (Ezzati ve ark., 2020; Tavana ve ark., 2020;
Vafadar ve ark., 2020; Wu ve ark., 2018). Cruz-Correa ve ark.’nin (2006) yaptig1 bir
calismada, ailesel adenomatoz polipozis hastalarinda QUE ve kurkumin kombinasyon
tedavisinin etkileri arastirilmigtir. Hastalara 6 ay siiresince giinde 3 kez oral olarak 20
mg QUE ile 480 mg kurkumin uygulamasinin, rektal ve ileal adenomlarin sayis1 ve
boyutunda anlamli azalmalara neden oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bir bagka
calismada QUE’nin, insan kolon kanseri Caco-2 hiicrelerinde ROS iiretimi, hiicre
gortiniirliikk kayb1 ve MicroRNA-21 yiikselmesi gibi kimyasal kanserojen kaynakli bir
hiicre doniistimii olan heksavalent kromunu inhibe ettigi belirtilmektedir. (Han ve ark.,
2016). In-vitro yontem izlenerek yapilmis giincel bir ¢alismada; CP nedenli SH-SY5Y
hiicre toksisitesi tizerine QUE’nin etkileri arastirilmistir. Hiicre hatti, MDA diizeyi,
Tunnel testi, apoptotik genler (Bax, Cyt-c, Cas-3) ile yapilan analizler sonucunda; CP
kaynakl1 sitotoksisite, apoptotik hiicre oliimleri ve oksidatif stresin QUE ile
baskilanabildigi gozlemlenmistir (Ayna ve ark.,2020).

Ayrica QUE’nin karaciger iskemi reperfiizyonuna da iyi geldigi bildirilmistir
(Uylas ve ark., 2018). Sicanlarda karaciger iskemi reperfiizyonunda 50 dakika
oncesinde oral olarak verilen QUE (0.13 mmol/kg), serbest radikal ve oksidatif stres
oranini azaltarak ve antioksidan seviyelerini arttirarak koruma saglamistir (Su ve ark.,
2003). QUE’nin sicanlarda streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde lipit
peroksidasyonunu azalttif1, antioksidan seviyelerini arttirdigi ve bdylece oksidatif
stresi azalttigi ve ayrica [ hiicre hasarina karsi koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir
(Zhang ve ark., 2011). Anti-diyabetik etkisiyle ilgili olarak Bule ve ark.’nin (2019)
yaptiklar1 meta-analiz ¢alismasinda; 10, 25 ve 50 mg/kg dozunda kullanilan QUE nin,
deney hayvanlarinda serum glukoz seviyelerini diisiirdiigii bildirilmistir. Alzheimer
hastaliginda amiloid-p plaklarmin olusumunu baskiladigi, bununla birlikte deneysel
Alzheimer hastaligi modellemesi olusturulmus farelerde bilissel bozukluklar1 6nledigi

gosterilmistir (Molaei ve ark., 2020). QUE’nin antibakteriyel etkilerinin ele alindigi
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bir ¢aligmada; Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
bakteriyel patojenlerinin adezyonunu Onleme, plazma zarini bozma, niikleik asit
sentezini bloke etme gibi etkiler ile biofilm gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir

(Memariani ve ark., 2019).

Literatiirde QUE nin nefrotoksisite tizerine etkilerini ele alan farkli calismalar
mevcuttur (Behling ve ark., 2006; Casanova ve ark., 2021; Kocahan ve ark., 2017,
Yadav ve ark., 2023; Yuksel ve ark., 2017). Cok yakin zamanda yayinlanan bir
calismada; Wistar cinsi erigkin ratlara tek sefer 200 mg/kg inraperitonal (i.p.) CP
uygulamasinin neden oldugu renal oksidatif strese kars1 200 mg/kg QUE ve 80 mg/kg
kurkuminin kombine tedavisinin antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda kombine takviyenin CP’nin tetikledigi kreatinin, kan iire azotu (BUN),
MDA seviyesinde artis1 ve viicut agirligi indeksleri, hematolojik parametreler,
glutatyon (GSH) diizeyinde azalmay1 engelledigi bulunmustur (Yadav ve ark., 2023).
Bir bagka ¢alismada, 36 yetiskin disi Wistar rata 27mg/kg tek doz CP (i.p.) ve 10 hafta
stire ile 10 mg/kg/giin QUE takviyesi (oral gavaj) uygulanmistir. QUE takviyesinin
MDA seviyesinde azalmaya, GPx seviyesinde artisga neden oldugu ve bdobrek
dokusunda histopatolojik iyilesmeler sagladigi sonucuna varilmistir (Kocahan ve ark.,
2017). Konuyla ilgili yapilan diger bir ¢calismada, 3. giin tek doz (6,5 mg/kg) verilen
Sisplatin kemoterapi ilacinin 20 adet erkek Wistar cinsi yetiskin ratta 9 giin boyunca
50 ve 100 mg/kg QUE takviyelerinin biyokimyasal parametreler ve nefrotoksisite
tizerine etkileri ele alinmistir. Calisma sonucunda her iki doz QUE takviyesinin de
bobrek tiibiiler hasarinin iyilesmesinde rol oynadigi, yliksek doz QUE takviyesinin iire
ve kreatinin biyokimyasal parametrelerinin azalmasinda daha etkili oldugu sonucuna
varilmigtir (Casanova ve ark., 2021). Bu calismaya benzer bir diger ¢alismada Sisplatin
(5 mg/kg) verilen Wistar cinsi yetigkin erkek ratlarda oral gavaj ile uygulanan 50
mg/kg QUE’nin etkileri incelenmistir. Arastirma sonucunda Sisplatinin lipid
peroksidasyonunu, idrar hacmini ve plazma kreatinin diizeylerini artirdigi, idrar
osmolalitesini azalttig1, bununla birlikte QUE takviyesinin ise tim bu bulgularda
lyilesme sagladig1 ve nefrotoksisitede koruyucu etkileri oldugu bulunmustur (Behling
ve ark., 2006). Yedi giin siire ile i.p. QUE takviyesinin (50 mg/kg) 4 mg/kg Sisplatin

verilen ratlarda nefrotoksisite iizerine benzer koruyucu etkileri oldugu bulunmustur
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(Sanchez-Gonzalez ve ark., 2011). Bir diger caligmada; 24 adet Sprague—Dawley cinsi
ratta bir kemoterapik ajan olan Metotreksat’in neden oldugu nefrotoksisite tizerine 9
giin siire ile oral 50 mg/kg QUE takviyesinin bobrek hasarinda ve MDA seviyelerinde

anlamli azalmaya neden oldugu bulunmustur (Yuksel ve ark., 2017).

Oral yolla alindiginda iyi tolere edilebilen QUE’nin, en sik bildirilen yan
etkileri bulanti gibi GIS semptomlari, ekstremitelerde karmcalanmalar ve basagrisi
oldugu belirtilmektedir. intravendz yol ile uygulandiginda ise kusma, bulanti, dispne
ve diaforeze yol agabilmektedir. QUE’nin toksik ve hatta mutajenik olabilecegine dair
celiskili galismalar (Caria ve ark., 1995; Meltz ve MacGregor, 1981; Rueff ve ark.,
1986) olmasinin yami sira; yiiksek dozlarda bile giivenle alinabilecegini Savunan
calismalar da bulunmaktadir (Boots ve ark., 2007; Cunningham ve ark., 2022;
Harwood ve ark., 2007). Yetiskin bireylerde QUE takviyesinin genellikle oral yolla
250-1000 mg/giin (en yaygimn 500 mg/giin), en fazla 12 hafta siire ile verildigi ve bu

uygulama prosediiriiniin giivenilir oldugu bildirilmektedir (Andres ve ark., 2018).

1.2.1.2. Hesperidin (HSP)

Yapisal formiili 3,5,7-trihidroksi flavanon-7-rhamnoglucoside ve kapali
formiilii C28H34015 olan, flavonoidlerin flavonon grubunda yer alan HSP; ilk kez 1927
yilinda Fransiz kimyager Lebreton tarafindan tanimlanmstir (Li ve Schluesener, 2017).
Kimyasal olarak HSP, hesperetin, aglikon ve seker rutinosidinden olugmaktadir. Sar1

renkli, ac1 bir tada sahip olan HSP’nin kimyasal yapisi sekil 1.8’de verilmistir (Kuntic
ve ark., 2014).

OH
OCH;

Sekil 1.8. HSP’nin kimyasal yapisi (Pyrzynsk, 2022)
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Hesperidin; benzen, eter, kloroform soliisyonlarinda hi¢ ¢6ztinmezken, suda
cok az, alkol ve yagda ise daha iyi ¢oziinen bir yapiya sahiptir. HSP, OUE’de de
oldugu gibi bitkilerin kendi ortamlarina kars1 bir savunma yaniti olarak sentezlendigi

bilinmektedir (Cao ve ark., 2010; Nardarajah, 2014).

Hesperidin aglikozid yapisi nedeniyle bagirsaktan emilmektedir. Viicuda
alindiktan 3 saat sonra plazmada goriilmekte, 5-7. saatlerde pik diizeye ulagmaktadir.
HSP’nin dolasimdaki formu %87 glukuronid ve %13 sulfaglukuronidlerdir. HSP’nin
alimindan yaklasik 24 saat sonra idrarla atiminin oldugu ve bu atimin alinan miktara
bagli gergeklesmedigi belirtilmektedir. HSP, oral yol ile alindiginda kolonda
hesperetine dondstiiriillmekte ve daha sonra, proton-giftli aktif nakil ve trans-selliiler
pasif difiizyon yoluyla kolonosit tarafindan absorbe edilmektedir. Hesperetin ve
hesperetin-7  glukozit incebagirsak enterositleri tarafindan  direkt olarak
emilebilmektedir (Avila-Galvez ve ark., 2021; Nectoux ve ark., 2019).

Hesperidin tatli portakal ve limon basta olmak {izere turunggillerde ve bu
turunggillerden yapilan meyve sularinda bulunmaktadir. Bu meyvelerin 6zellikle zar
ve kabuk kisimlarinda HSP ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Mauludin
ve Miiller, 2013). Turunggillerin yenilebilir kisimlarinin ortalama 15 mg/100 g HSP
icerdigi ve buna ek olarak portakalin taze agirliginin %14°i, mandalina kabugunun
kuru kiitlesinin %5-10" unun HSP oldugu bildirilmektedir (Mazzaferro ve Breccia,
2012). Yetiskin bireylerde 6nerilen HSP takviyesi miktar1 ortalama 500 mg/giin (50-
900 mg/giin) kabul edilmektedir. Bu degere kurutulmus turunggiller gibi zengin HSP
kaynaklarimin bol bulundugu bir diyetle ulasilabildigi bildirilmistir. HSP’nin diyetteki
baslica kaynagi bat1 tarz1 diyet modelinde portakal suyu iken, Akdeniz diyetinde taze
meyvelerdir (Ohara ve ark., 2016; Xiong ve ark., 2019).

Hesperidin organizmada ¢esitli biyolojik aktiviteler gostermektedir. Kapillar
permeabilite, sizintt ve kirilganligi azaltabilme o6zelligi ile, C vitaminine benzer
aktiviteye sahiptir (Jawien ve ark., 2017). In-vivo ve in-vitro ¢alismalarda HSP’nin

antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antihipertansif, hipolipidemik, antidiabetik,
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anti-inflamatuvar, antialerjik, analjezik, antiiilserojen, antineoplastik, antihepatotoksik
vazodilator 6zelligi ve kemik dansite kaybini azaltict etkileri oldugu gosterilmistir
(Ahmadi ve ark., 2015; Akiyama ve ark., 2009; Amin ve ark., 2020; Ferraz ve ark.,
2020; Guardia ve ark., 2001; Hajialyani ve ark., 2019; Ota-Kontani ve ark., 2020;
Ozarowski ve Karpinski, 2021). Ratlarla yapilan bir ¢alismada portakal ve mandalina
suyundan elde edilmis HSP’nin kolon ve akciger kanserini azaltmasinin yani sira
ateroskleroz, kolesterol ve TG seviyelerini de azalttigi gosterilmistir (Etcheverry ve
ark., 2008). Bunlara ek olarak HSP’nin mikro sirkiilasyonu ve venoz tonu gelistirdigi,

vendz iilserlerin iyilesmesine yardimcet oldugu bildirilmektedir (Jawien ve ark., 2017).

Literatiirde HSP’nin oksidatif/nitratif stres, inflamasyon ve apoptozu inhibe
ettigi calismalar 6n plana c¢ikmaktadir (Ahmad ve ark., 2012; Ahmadi ve
Shadboorestan, 2016; Bhargava ve ark., 2019; Li ve Schluesener, 2017). HSP’nin
antioksidan 0Ozelligi iizerine yapilan ¢alismalarda; siiperoksit anyonlari, hidroksil
radikalleri, peroksinitrit ve NO radikalleri gibi ROS’lar1 nétralize ettigi ve enzimatik
olmayan lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Garg ve ark., 2001; Kim
ve ark., 2004; Suarez ve ark., 1998; Wilmsen ve ark., 2005). HSP’nin antiinflamatuvar
etkisinin arastirildigi bir calismada; lipopolisakkarit uygulamasiyla olusturulmus
inflamasyon modelinde, TNF-a (tiimor nekrozis faktor-a), NO, IL-10 (interlokin-10)
ve IL-12 (interlokin-12) diizeylerinde sirasiyla %63, %56, %47 ve %29 oraninda
azalma saglayarak inflamasyonu baskilayici etki gosterdigi ifade edilmistir (De
Oliveira ve ark., 2013). Yakin zamanda yayinlanan bir meta-analiz / meta-regresyon
calismasinda, HSP’nin saglikli insanlar {izerindeki antioksidan ve antiinflamatuvar
etkileri degerlendirilmistir. HSP takviyesinin MDA, CRP, IL-6 (interlokin-6), IL-4
(interlokin-) seviyelerinde anlamli diisiislere yol a¢tigi ve bu etkilerin verilen HSP
dozundan bagimsiz ortaya ¢iktigi sonucuna varilmistir (Buzdagl ve ark., 2022).
HSP’nin apoptoz tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, farelere (n:20)
20 mg/kg sisplatin ve 50 mg/kg HSP takviyesi verilmistir. HSP takviyesinin, MDA
diizeyini, serum kreatinin ve BUN seviyesini anlamli sekilde azalttigi, SOD ve GSH
seviyesini artirarak oksidatif stresi Onemli Olgiide azalttigi, sisplatin nedenli
nefrotoksisiteyi onledigi ve ¢esitli sinyal yolaklarin1 zayiflatarak apoptotik gen
ekspresyonlarini inhibe ettigi bulunmustur (Chen ve ark., 2019). Literatiirde HSP nin,
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deneysel olarak indiiklenen diabetes mellituslu (DM) fare ve siganlarda diyabetik
nefropatiye karst onemli Ol¢lide koruma sagladigini bildiren ¢alismalar mevcuttur
(Iskender ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2018). Bu konuya benzer olarak yapilan bir
calismada; streptozotosin ile indiiklenmis DM’li ratlarda HSP (100 mg/kg) ve QUE
(100 mg/kg) takviyesinin; total kolesterol, TG, insiilin, diisik dansiteli lipoprotein
(LDL) ve serum MDA seviyelerini distirdiigi bildirilmistir. Ayrica HSP ve QUE
takviyesi verilen ratlarda, DM grubuna gore daha yiiksek TNF-a, IL-6 sitokin
seviyeleri ve pankreas dokusunda daha az dejenere Langerhans adacik hiicrelerinin
oldugu tespit edilmistir (Dokumacioglu ve ark., 2018). Literatiirde tim bunlara ek
olarak HSP'nin siganlarda CP kaynakli hepatotoksisite (Mahmoud, 2014), yumurtalik
toksisitesi (Khedr, 2015) ve parotid (kulak alt1 tiikiiriik bezi) toksisitesine (Mostafa ve
ark., 2023) kars1 korudugu bildirilmistir.

Siklofosfamid ile indiiklenen nefrotoksisiteye karsi HSP’nin koruyucu
etkilerinin degerlendirildigi c¢alisma sayist ise olduk¢a sinirlidir. Bu konuda
yayinlanmis bir ¢alismaya ulagilmis ve bu galismada, 40 adet yetiskin erkek fareye tek
doz (i.p.) 200 mg/kg CP verilerek, 10 giin siire ile 100 ve 200 mg/kg/giin HSP
takviyesinin nefrotoksisite ve antioksidan kapasite iizerine etkileri degerlendirilmistir.
HSP takviyesinin CP kaynakli serum kreatinin ve sistatin C artislarini 6nemli dl¢tide
azalttigl, aym1 zamanda MDA, NO, TNF-a seviyesinde anlamli bir diisiise, total
antioksidan seviyesi (TAS) ve IL-10 seviyesinde ise kontrol grubuna gore anlamli bir
artisa neden oldugu bulunmustur. Bununla birlikte HSP takviyesinin CP nedenli
nefrotoksisite ve bobrek hasari molekiil-1 ekspresyonunu 6nemli 6lgiide nledigi tespit
edilmistir (Fouad ve ark., 2021). CP nedenli karaciger ve ovaryum toksisitesi iizerine
HSP’nin koruyucu etkileri oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Khedr, 2015;
Mahmoud, 2014). HSP’nin ratlarda CP’den farkli olarak; sisplatin (Kaltalioglu ve
Coskun-Cevher, 2016; Kumar ve ark., 2017), sodyum arsenit (Turk ve ark., 2019),
akrilamid (Hamdy ve ark., 2017), trikloretilen (Siddiqi ve ark., 2015) ve demir (Pari
ve ark., 2015) tarafindan indiiklenen nefrotoksisiteye karst onemli dl¢iide koruma
sagladig1 gosterilmistir. Farkli bir kemoterapik ajan olan Paklitaksel (5 giin siire ile; 2
mg/kg) verilen ratlarda, 10 giin boyunca oral yolla 100 ve 200 mg/kg HSP takviyesinin

biyokimyasal parametreler, nefrotoksisite ve hepatoksisite tlizerine etkilerinin ele
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alindig1 bir ¢alismada, HSP takviyesinin her iki dozunun da lipid peroksidasyonu,
serum lre, kreatinin, AST, ALT, ALP, TNF-a, IL-1 (interlokin-1), IL-6 seviyesini
azalttigi bulunmustur. Ayrica HSP’nin farkli dozlarinin, kemoterapi ilacinin neden
oldugu oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz ve otofaji sonucunda meydana gelen

hepatorenal toksisiteye karsi koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Gur ve ark.,
2022).

Quercetin ile benzer olarak HSP’nin de oral aliminda iyi tolere edildigi
belirtilmis olup, literatiirde HSP alim1 sonras1 meydana gelen herhangi bir yan etkiye
rastlanilmamistir (Araujo-Leon ve ark., 2022; Nardarajah, 2014). HSP’nin oral
toksisitesini degerlendirmek amaciyla disi ratlara akut (14 giin) 50, 300 ve 2000
mg/kg/giin tek doz ve subkronik (28 giin) 161 mg/kg/giin HSP iceren HPS/naringenin
karisimi MIX-160 tabletler verilmistir. Calismada, total bilirubin, AST, ALT
biyokimyasal parametreleri ile bobrek, karaciger ve kolon dokularinda histopatolojik
incelemeler sonucunda akut ve subkronik uygulamalarin herhangi bir toksik etkisinin
olmadig bildirilmistir. Bunun yan1 sira HSP’nin 6zellikle 161mg/kg/giin dozunun en
fazla 12 hafta olacak sekilde uzun siireli klinik kullanimda giivenilir oldugu sonucuna

varilmistir (Cicero-Sarmiento ve ark., 2022).

1.3. Bobrek ve Nefrotoksisite

Bobrek, viicut homeostazinin saglanmasinda, s1vi dengesini saglayarak kan pH
degerinin ve elektrolit dengenin diizenlenmesinde, endojen ve ekzojen toksik
maddelerin ve metabolizma iirlinii atiklarin organizmadan uzaklastirilmasinda gorevli,
hayati 6neme sahip bir organdir (Hu ve Layton, 2021). Bu atik maddelerin basinda;
tire, tirik asit, kreatinin, bilirubin, hormon yikim {irinleri ve ksenobiyotikler yer
almaktadir (Finco, 1997). Bobreklerin ayni zamanda; ekstraseliiler sivi bilesiminin
diizenlenmesinde, viicut sivilarmin pH dengesinin saglanmasinda, arteriyel kan
basincinin diizenlenmesinde, D vitamini metabolizmasinda, eritropoietin iiretiminde
ve glukoneogenez metabolizmasinda fonksiyonlari bulunmaktadir (Mahadevan,
2019).
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Bobrek, anatomik olarak columna vertebralisin her iki tarafinda tst {i¢ lumber
vertebra ile aynmi seviyede, 12. torasik vertebra hizasinda, karin bolgesinin arka
tarafinda bulunan bir ¢ift organdir (Mahadevan, 2019). Yetiskin bir insanin bobregi
ortalama 14 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5-3 cm kalinligindadir. Sag
bobrek sol bobrege gore 1-2 cm daha asagida olup, yapisal olarak daha kisa ve dardir
(Moinuddin ve Dhanda, 2015).

Bobrek histolojik agidan incelendiginde; farkli 6zelliklere sahip iki bolge
oldugu goriilmektedir. Bunlar; medulla ve korteks kisimlaridir. Medulla kismu;
bobregin i¢ kismini olusturmakta olup, temel olarak Henle halkalari ve renal
piramitlerin yer aldigi kisimdir. Medulla sirasiyla bir dis ve bir i¢ kisimdan
olugmaktadir. Dis kisim, korteksten medulla kismina dogru uzanan cok sayida
tiibiilden dolay1 ¢izgili bir goriiniime sahiptir. Tiibiiller, bobrek piramitleri ad1 verilen
koni bigimli yapilarda toplanmaktadir. Her bobrek tipik olarak bu renal piramitlerden
8-10 adet icermektedir. Renal piramitlerin yuvarlak sekilli tepesi papilla olarak
isimlendirilmis olup, minor kalikslere agilmakta, tabani ise bobregin dis yiiziine
paralel sekilde uzanmaktadir (Moinuddin ve Dhanda, 2015; Wallace, 1998). Diger
kisim olan korteks kismi, bobrek kapsiiliiniin hemen altinda, piramitlerin tabanlari ile
renal kapsiil arasinda kalan kisimda bulunup, bobrek kan damarlarinin yaklagik
%90’ m1 icerdiginden kirmizi-kahverengi renkli ve graniiler bir goriiniime sahiptir.
Korteksin graniiler yapisit glomeriillerin yogun olmasindan kaynaklanmakta ve bu
kisim ayn1 zamanda Bertini kolonlarini olusturmaktadir. Damarlarin parankime giris
cikis yaptigi bolge burasidir. ki veya daha fazla minor kaliks, bir major kaliks
olusturmak icin birlesmektedir. Iki ya da {i¢ major kaliksin bir araya gelmesiyle pelvis
renalis olusur. Nihayetinde bobrekler mesaneye iireterler vasitasiyla baglanmaktadir.
Bobreklere dakikada 1 litreden fazla kan gelmektedir. Her bobrek abdominal aorttan
ayrilan renal arterler tarafindan beslenmektedir. (Mahadevan, 2019; Randall Thomas,

2009). Bobregin yapisi ve histolojisi Sekil 1.9°da verilmistir.
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Renal siitun Renal medulla
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Medulla

Renal korteks

Renal papilla

Ureter Minér kaliks

Sekil 1.9. Bobregin yapisi ve histolojisi (McBride, 2016’dan uyarlanmistir)

Bobregin en kiigiik ve temel fonksiyon birimi nefronlardir. Nefron; Bowman
kapsiilii, proksimal tiibiil, Henle kulpu ve distal tiibiil kisimlarindan olugsmaktadir. Her
bir bobrekte yaklasik 1 ila 4 milyon kadar nefron bulunmaktadir. Nefronlar dolagim
yoluyla bobrege gelen kanin tiibiillerden gecerek ihtiya¢ duyulmayan kisminin
atilmasini, yeniden absorbe edilen maddelerin dolasima verilmesini ve oksijen ile
metabolik driinlerin nefrona dagilmasini saglamaktadir (Vural, 2005). Daha ayrintili
ele alinacak olursa; nefron renal korpiiskiilden ve tiibiil sisteminden olusmaktadir.
Renal korpiiskiil glomeriiliis denen kapiller ag ve onu gevreleyen ¢ift tabakali epitel
Bowman kapsiilii bulunmaktadir. Glomeriiliisden gecen kan filtrasyona ugrayarak
ultrafiltrat olusur. Buradan sonra tiibiil sistemleri denen kisma gelen filtrat ilk olarak
proksimal tiibiile gegmekte, absorbe edilecek maddeler emildikten sonra geri kalan
filtrat henle kulpuna oradan da distal tiibiile gegerek son olarak toplama kanalina
bosalmaktadir (Randall Thomas, 2009). Ozetle kapiller agdan gegen kamin siiziiliip
tibiillere gelmesi, absorbe edilecek olan maddelerin emilip atilacak olanin toplama
kanalina gegmesi nefronlarin yiiksek fonksiyonlar1 sayesinde olmaktadir (Mahadevan,
2019). Yapilan ¢aligmalarda, nefronlarin bu 6nemli fonksiyonlarinin nefrotoksinlerden
kaynakli hasar goriip islevlerini yitirebildikleri ifade edilmistir (Naughton, 2008;
Ozbek, 2012; Vural, 2005).

Bobrekler pek ¢ok ilagta oldugu gibi kemoterapi ilaglarinin da viicuttan
uzaklastirilmasimi saglamaktadir. Ancak ilaglarin metabolitleri bobreklerin duyarlt

hale gelmesine neden olmaktadir (Mahadevan, 2019). Ayrica diger organlara kiyasla,

32



yavas boliinmelerine ragmen bobrek hiicrelerinin yliksek kan akimai ile kargilagsmasi ve
tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilarinin  olmasi nedeniyle, toksik etkilere ve
gelisebilecek hasarlara karsi daha hassas oldugu belirtilmektedir (Lock, 2020; Oun ve
ark., 2018). Bobreklerin duyarli hale gelmesi ile glomerul, tiibiil, damarlar
semptomatik olmayan kreatinin yiiksekliginden, diyaliz gerektiren akut bobrek
yetmezligine kadar uzanan diizeyde islev bozuklugu gelisebilmektedir (Mahadevan,
2019).

Nefrotoksisite tanim olarak; bobrek yapisimi ve/veya fonksiyonunu olumsuz
yonde etkileyen herhangi bir etki olarak tanimlanabilmektedir (Patzer, 2008). Cesitli
risk faktorleri arasinda; nefrotoksik potansiyele sahip kemoterapik ajanlara maruziyet,
yaglilik, hipertansiyon, kalp yetmezligi, diyabet ve coklu ilag (non-steroid anti-
inflamatuvar ila¢ vs.) kullanimi sayilmaktadir (Perazella ve Rosner, 2022).
Nefrotoksisite kavrami neredeyse bir asirdir bilinmesine ragmen, nefrotoksinlere olan
ilginin artisi son yirmi yilda olmustur. Nefrotoksisite aslinda dogal kaynakli
maddelerle olusabilmesine karsin, farmasotik ajanlar veya iyatrojenik zararlara yol

acan maddeler olan nefrotoksinler de buna yol agmaktadir (Uber ve Sutherland, 2020).

Kemoterapik ajanlar nedeniyle gelisen nefrotoksisite, kemoterapi tedavisinin
cok sik karsilagilan bir yan etkisidir. CP’nin gii¢lii bir nefrotoksin madde oldugu,
bobrek dokusu ve islevlerini dogrudan etkiledigi bilinmektedir (Temel ve ark., 2020).
CP’nin nefrotoksik etki mekanizmasinin arkasinda aktif metaboliti olan akroleinin
glutatyon ile baglandiktan sonra hiicresel hasara neden olmasi ve hiicre icinde
glutatyon diizeylerinin azalmasi yatmaktadir (Lash, 2018; Rehman ve ark., 2012).
Akrolein, glutatyon bagimli antioksidan sistemi bozmakta ve serbest oksijen
radikallerinin {iretimini artirmaktadir. Bu serbest radikaller damar iginde nitrik
oksit/nitrik oksit sentaz (NO/NOS) sisteminin bozulmasindan dolay1 artmaktadirlar.
Bu durum {riner epitel hasarin olusmasina neden olmaktadir. Bobrek epitel hiicreleri
kendini yenileme islevini ya c¢ok yavas bi¢cimde gerceklestirmekte ya da
gerceklestirememektedir. Bu nedenle iist liste meydana gelen hasarlar; elektrolit
dengesizlikleri, idrar sediment anomalileri, ¢ok yaygin olarak goriilen glomeriiler

filtrasyon hizinda azalma, hatta akut ve kronik bobrek yetmezligi ve nefrotik sendrom
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gibi ¢ok ciddi sorunlarin olusmasina da neden olabilmektedir (Gunes ve ark., 2018;
Takehiko ve ark., 1992).

Siklofosfamid uygulanmis farelerin bobrek dokularinda glomeriiler nefrit,
kortikal tiiblil hiicrelerinde vakualizasyon ve interstisyel o6dem gorildigi
bildirilmektedir (Bhat ve ark., 2018; Fouad ve ark., 2021). CP uygulanan ratlarin ise
bobrek dokularinda lizozomal enzim aktivitelerinin azaldigi ve protein iceriginin
arttig1 bildirilmistir (Abraham ve ark., 2007; Kocahan ve ark., 2017). Lizozomal enzim
aktivitelerinin azalmasi renal hasara yol agmaktadir. Lipid peroksidasyonu, akrolein
tiretiminden dolayr CP kaynakli toksisitelerin ana nedenlerinden birisidir.
Malondialdehid (MDA) bir reaktif aldehid ve oksidatif stresin belirteglerinden biri
olup, lipid peroksidasyonunun son iirliniidiir (Kim ve ark., 2012). CP toksisitesi
organizmada iki mekanizmanin birlesmesi ile olugmaktadir. Bunlar; akrolein ile
glutatyonun etkilesimi ile meydana gelen niikleofil diizeylerinin azalmasi ve nitrik
oksit (NO) ile oksijenin birleserek, hiicrede protein ve lipid hasarina neden olan
peroksinitrit olusturmasidir. Makrofaj, monosit ve noétrofiller; inflamatuvar hiicreler
olup, ROS iiretilmesine neden olurlar. Bu ROS'lar yiiksek reaktivitelerinden kaynakli
olarak, niikleik asitler ve proteinler ile etkilesime girerek doku hasarinin gelismesine

yol agarlar (Ohno ve Ormstad, 1985; Singh ve ark. 2014).

Siklofosfamid’in bobrek dokusu basta olmak iizere toksik etkilerini inhibe
etmek ve etkin yiiksek terapotik dozlarin giivenle kullanilabilmesini saglamak
amaciyla son yillarda yapilan ¢aligmalar arttirilsa da heniiz ¢ok az yol alinabilmistir.
CP kaynakli nefrotoksisite, hepatoksisite, norotoksisite, Sitotoksisite ve akciger
toksisitesi  lizerine yapilan c¢alismalarda agirlikli  olarak incelenen besin
bilesenlerinden; E vitamini (Attia ve ark., 2023; Estakhri ve ark., 2013), Se (Gunes ve
ark., 2018), ¢inko (Torabi ve ark., 2017), resveratrol (El-Sheikh ve ark., 2017),
Koenzim Q1o (Al-Johani ve ark., 2022), melatonin (Torabi ve ark., 2017), gallik asit
(Ayza ve ark., 2022), propolis (Akyol ve ark., 2016) ve baz1 esansiyel yag asitlerinin
(Sheweita ve ark., 2016) koruyucu etkilerine odaklandigir goriilmektedir. CP ile
indiiklenmis deney hayvanlarinda; QUE’in etkilerinin kalp (Gelen ve ark., 2021),
akciger (Sengiil ve ark., 2017), karaciger (Gedikli ve Sengiil, 2019), yumurtalik
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dokularinda (Barberino ve ark., 2022), HSP’nin etkilerinin ise; karaciger (EI-Beheiry
ve ark., 2023; Fouad ve ark., 2014; Mahmoud, 2014), beyin (Elhelaly ve ark., 2019),
kalp (Shrivastava ve ark., 2013), yumurtalik (Khedr, 2015), tiikkriik bezleri (Mostafa
ve ark., 2023) dokularinda daha yogun olarak calisildig1 goriilmektedir. Literatiirde
CP'nin neden oldugu bobrek hasari ve disfonksiyonuna karst QUE ve HSP’nin ayri
ayr1 olasi savunma mekanizmasini arastiran ¢alismalar sinirli sayida mevcuttur (Fouad
ve ark., 2021; Kocahan ve ark., 2017). Bu konuda yapilan bir ¢alismada, CP (200
mg/kg) uygulanan farelere 10 giin siireyle 100 ve 200 mg/kg/gin HSP verilerek
nefrotoksisite ve oksidatif stres parametreleri degerlendirilmistir. Yalniz CP verilen
gruba kiyasla HSP+CP verilen gruplarda TAS'nin korunmasini sagladigi, MDA ve NO
artiglarim1 Onledigi, 1L-10 ve TNF-a arasindaki dengeyi korudugu i¢in 6nemli
antioksidan, antinitratif ve antienflamatuar etkilere neden oldugu bulunmustur. Ayrica
histopatolojik inceleme, CP'min fare bdobreklerinde bobrek yapisinda belirgin
bozulmaya, renal tiibiiler dilatasyona, renal tiibiiler epitelde nekroz ve deskuamasyona,
interstisyel ddem ve koagiilatif nekroza neden oldugu gosterilmistir. HSP verilen
gruplarda ise CP'nin neden oldugu patolojik degisiklikleri en aza indirdigi ve fare
bobreginin normal histolojik yapisin1 korudugu bildirilmistir. Bu etkinin HSP'nin
oksidatif/nitrozatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu baskilamasi sonucunda bobrek
yapisint ve fonksiyonunu korumasindan ileri geldigi belirtilmistir (Fouad ve ark.,
2021). Bir diger ¢alismada, CP (27 mg/kg) ve bir diger kemoterapi ajani1 olan
doksorubisin (1.8 mg/kg)’e maruz birakilmis Wistar cinsi 36 adet rata 10 hafta siire ile
10 mg/kg/giin QUE takviyesi verilerek oksidatif stres parametreleri, hepatoksik ve
nefrotoksik etkileri incelenmistir. Calisma sonunda hem CP hem de doksorubisin
maruziyeti karaciger ve bobrek dokusunda yiiksek MDA seviyeleri ile
iligskilendirilmistir. Doksorubisin tedavisi ile karaciger GPx azalmas1 pozitif anlamli
iliskilendirilirken, QUE verilen gruplarda, MDA birikiminin baskilandigi ve GPx
diizeylerinin arttig1 belirtilmistir. Calisma sonucunda, doksorubisin ve CP alan
hastalarda QUE takviyesinin, antioksidan parametrelerin homeostatik ekspresyonunun
terapotik restorasyonu ile sonuglanabilecegi, karaciger ve bobrekteki oksidatif hasarin

azalmasina katki saglayacagi kanisina varilmistir (Kocahan ve ark., 2017).
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Bu nedenle, bu tez kapsaminda sinirli sayidaki mevcut galisma ile tam olarak
netlesmemis olan “QUE ve HSP takviyesinin CP ile indiiklenen ratlarda gelisen
nefrotoksisite ve oksidatif stres {izerine etkisi var midir?”” sorusuna cevap aranmistir.
Literatiirde CP’nin neden oldugu nefrotoksisite tizerine QUE ve HSP’nin birlikte ele

alindig1 bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; ratlarda CP ile indiiklenen oksidatif stres ve bobrek
hasarma karst1 QUE ve HSP’nin etkilerini incelemek ve histopatolojik agidan

degerlendirmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Siklofosfamid ile indiiklenen nefrotoksisitede oksidatif stres ve bdbrek
hasarma karst QUE ve HSP takviyelerinin etkilerini incelemek amaciyla; 6 gruptan
olugsan toplam 36 adet rat {izerinde yiiriitilen bu ¢alismanin etik onay1r Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmis olup (Toplant: No:
2021-14, Karar No: 2021-14-121) onay yazisi ekte sunulmustur (Ek 1). Bu arastirmada
ratlardan alinan kan ve bobrek dokusu 6rnekleri ile biyokimyasal analizler, antioksidan
enzim aktiviteleri ve MDA miktarinin belirlenmesi ve bobrek dokusunda histolojik
incelemeler yapilmistir. Bu ¢alismanin biitgesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi

biitcesi ve arastirmacinin kendi imkanlar1 ile karsilanmistir.

2.1. Gereg

Bu béliimde, ¢alismada kullanilan test organizmasi, hammaddeler ve kimyasal

maddeler verilmistir.

2.1.1. Deney Hayvanlari

Caligmada 350-500 g agirliginda, 10-12 haftalik, 36 adet Wistar albino cinsi
erkek rat kullanilmistir. Deney siiresince ratlarda herhangi bir kayip yasanmamustir.
Ratlar Ankara Universitesi Deney Hayvanlari ve Arastirma Laboratuvari’ndan
(AUDEHAL) temin edilmis ve ¢alismanin supleman uygulama ve numunelerin temini
asamalari da burada yapilmus, oksidatif stres parametreleri ve histolojik analizler kismi
Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Mikroteknik Labaratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Rat
bakimlari, uzman veteriner hekimler tarafindan, Laboratuvar Hayvanlar1 Kullanim ve
Bakim Kilavuzu’na (NRC, 2010) uygun olarak yapilmistir. Ratlar kafeslerde, 22 giin
siire ile 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta, %30-40 nem oraninda ve 22-25°C
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sicaklikta, altisarli sekilde tutulmustur. Su olarak sehir sebeke suyu, yem olarak
standart pelet yem verilmis olup igerigi Cizelge 2.1’de gosterilmistir. Ad-libitum
olarak beslenen ratlara yemler giinde iki defa saat 09.00 ile 19.00’da verilmis,

kafeslerdeki altliklar ise giin asir1 degistirilmistir.

Cizelge 2.1. Ratlara verilen standart pelet yeminin besin 6gesi igerikleri

Besin Ogesi Icerik (%)
Ham protein 23.50
Ham yag 3.10
Ham seliiloz 5.90
Ham kiil 6.35
Kalsiyum 0.85
Sodyum 0.05
Fosfor 0.97
Metionin 0.43
Lizin 1.32

Calisma siiresince tiim ratlar esit ¢evresel kosullar altinda tutulmustur (Sekil
2.1). Aragtirmaya baglamadan 7 giin 6nce gozlem altina alinan ratlarin, deney ortamina
adaptasyonu saglanmistir. Calismada kullanilan hayvanlarin daha 6nce herhangi bir
calismada kullanilmamis olmasina dikkat edilmistir. Bunlara ek olarak arastirmanin
tamami Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu izni dogrultusunda,
Helsinki Hayvan Haklar1 deklarasyonuna uygun olarak ve 3R (Replacement,
Reduction and Refinement) kurali takip edilerek yiirtitiilmiistiir.

8’-%*%.1
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Sekil 2.1. Ratlarin kafes yerlesimi ve deney gruplarinin olusturulmasi
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2.1.2. Test Hammaddeleri ve Kimyasallar

Bu deneyde 3 tane test hammaddesi kullanilmistir. Bunlar:
e QUE,
e HSPve
e CP’dir (Sekil 2.2).

Aragtirmada kullanilan QUE (10g) (Cas No: 117-39-5) Sigma firmasindan,
HSP (25g) (Cas No: 520-26-3) Merck’ten ve CP piyasa ismiyle Endoxan (1g-1V
inflizyonluk ¢6zelti tozu iceren flakon) formunda temin edilmistir. Etil alkol (C2HsOH,
Cas No: 64-17-5) ve NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotit Hidrojen Fosfat)
(CAS No: 2646-71-1) Merck firmasindan tedarik edilmistir. Ayrica ¢alisma sonunda
ratlarin anestezi altinda sakrifiye edilmesini saglamak amaciyla kullanilan Xylazine
(Katalog No: 23076-35-9), ketamin HCI (hidrokloriir) (Katalog No: 1867-66-9) isimli

anestezik kimyasallar Sigma firmasindan alinmistir.

a

Sekil2.2. Deneyde kullanilan test hammaddeleri

a: Siklofosfamid etkenli ila¢ Endoxan
b: Quercetin
c: Hesperidin
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2.2. Yontem

Bu boliimde deney protokolii ve verilerin analizi ana basliklar1 yer almaktadir.

2.2.1. Deney Protokolii

Bu ¢alismadaki deney protokolii literatiir baz alinarak yapilmistir (Fouad ve
ark., 2021; Gelen ve ark., 2021; Gedikli ve Sengiil, 2019; Sengiil ve ark., 2017).

Calismanin 6rneklem sayisinin belirlenmesinde “OECD Test Guidelines Programme”

(Organization for Economic Cooperation and Development Test Guidelines

Programme) kurallar1 baz alinmistir (OECD, 1993). Her grupta 6 adet rat olacak
sekilde; kontrol grubu (K), 100 mg/kg/giin QUE verilen grup (QUE), 100 mg/kg/giin
HSP verilen grup (HSP), 15. Giinde tek doz (i.p.) 200 mg/kg CP uygulanan grup (CP),
CP ile birlikte QUE (100 mg/kg/giin) verilen grup (QUE+CP) ve CP ile birlikte HSP

(100 mg/kg/giin) verilen grup (HSP+CP) olmak iizere 5 deney ve 1 kontrol grubu

olmak iizere toplam 6 grup olusturulmustur (Cizelge 2.2). QUE ve HSP dozlan

literatiir esas alinarak belirlenmistir (Fouad ve ark., 2021; Gelen ve ark., 2021; Khedr,
2015; Kocahan ve ark., 2017).

Cizelge 2.2. Deney protokolii ve gruplarin olusturulmasi

GRUP ADI : UYC?.U LA'.VIA UYGULA.MA UYGULAMA
SURESI SEKLI

Kontrol Grubu 6 15 giin Intragastrik gavaj 1 ml/kg/giin misir yagi

QUE Grubu 6 15 giin Intragastrik gavaj 100 mg/kg/giin QUE

1 ml/kg/gilin misir yagi

HSP Grubu 6 15 giin Intragastrik gavaj 100 mg/kg/gtin HSP

1 ml/kg/gilin misir yagi

CP Grubu 6 Tek C{OZ . Intraper.ltonal . ZE)O mg/kg CVP

15 giin Intragastrik gavaj 1 ml/kg/glin misir yagi

Tek doz Intraperitonal 200 mg/kg CP

QUE+CP Grubu 6 15 giin Intragastrik gavaj 100 mg/ kg/giin QUE

1 ml/kg/giin misir yagi

Tek doz Intraperitonal 200 mg/kg CP

HSP+CP Grubu 6 15 giin Intragastrik gavaj 100 mg/kg/giin HSP

1 ml/kg/glin misir yag1

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin,

Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
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Deneyde misir yagi iginde ¢ozdiirilmis OUE ve HSP (1 ml/kg (viicut
agirhigi)/giin) hazirlanarak 15 giin boyunca 15 ga (gauge)’lik ¢elik oral gavaj kaniilii
kullanilarak, oral gavaj yontemi ile giinde bir kez ve aym saatte (sabah 09:00)
verilmistir. Saat 19:00°daki ikinci 6glinde ise sadece yem verilmistir. Kontrol grubuna
ise ayn1 yontemle ve hacimde misir yagi verilmistir. Caligmada ratlara uygulanan CP
i¢in; iilkemizde Endoxan (1 g IV infiizyonluk ¢6zelti tozu igeren flakon) piyasa ismi
ile bulunan ve etken maddesi CP olan ilag kullanilmis olup, bu uygulama deneyin 15.
yani son giiniinde tek doz olarak yapilmistir. Uygulanan CP dozunda da literatiir baz
alinmigtir (Fouad ve ark., 2021; Gelen ve ark., 2021; Liu ve ark., 2016; Mahmoud,
2014; Temel ve ark., 2020).

Kontrol Grubu (n=6): Kontrol grubunun amacina uygun olarak bu grupta yer alan
ratlara 15 giin boyunca 1 ml/kg/giin olacak sekilde ¢oziicii madde olarak kullanilan

misir yagl intragastrik yontemle verilmistir.

QUE Grubu (n=6): Bu grupta bulunan ratlara 15 giin siire ile intragastrik yontem ile
1 ml/kg/giin misir yaginda ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg (viicut agirhgi) dozunda QUE

takviyesi verilmistir.

HSP Grubu (n=6): Bu grupta yer alan ratlara 15 giin siire ile 1 ml/kg/giin misir
yaginda ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg (viicut agirligi) dozunda HSP takviyesi intragastrik

yontemle verilmistir.

CP Grubu (n=6): Bu grupta bulunan ratlara 15 giin siire ile intragastrik olarak 1
ml/kg/giin olacak sekilde misir yagi verilmis ve buna ek olarak CP ilaci i.p. yolla 200
mg/kg (viicut agirligi) ¢calismanin son giiniinde (15. giin) tek doz olarak uygulanmustir.

OUE+CP Grubu (n=6): Bu grupta bulunan ratlara 15 giin siire ile intragastrik yontem
ile 1 ml/kg/giin misir yaginda ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg (viicut agirligi) dozunda QUE
verilmis ve buna ek olarak i.p. yolla 200 mg/kg (viicut agirligi) CP ilact ¢alismanin
son glintinde (15. giin) tek doz olarak uygulanmustir.
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HSP+CP Grubu (n=6): Bu grupta yer alan ratlara 15 giin siire ile 1 ml/kg/giin musir
yaginda ¢ozdiiriilmiis 100 mg/kg (viicut agirligi) dozunda HSP takviyesi intragastrik
yontemle verilmis ve buna ek olarak i.p. yolla 200 mg/kg (viicut agirligi) CP ilaci

calismanin son giiniinde (15. giin) tek doz olarak uygulanmistir.

Deney 16. giinde sona ermis ve ratlardan arastirma igin gereken biyokimyasal

ve histolojik numuneler alinmistir. Deney plani semasi Sekil 2.3’te verilmistir.

oo I

n=36 n=36 n=36 n=36
Ratlarin; Ratlarin: Ratlarin: ' Raktliirm
- Vo st sl sacitye
Arastirma Ratlarin | agian « Viicut + Viicut edilmesi

Baslangici = Adap{alsyonunun — Sleimil — agiriklan  |===* agirliklari,

Saglanmasi . Kgn b slgiimii * Kan « Biyolojik

ekerinin + Kan sekerinin ve
gl s sekerinin Blgiimi histolojik
¢ dlgtimi Ratlara CP dmeklerin
\ ‘ enjeksiyonu alinmasi

: I

15 Guin stiresince;
* Deney gruplarina QUE ve HSP uygulanmasi
* Yem tiketimlerinin kaydedilmesi

Sekil 2.3. Deney plani semasi

2.2.2. Verilerin Analizi

Bu bolimde c¢alismada yapilan biyokimyasal analiz, antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA miktariin belirlenmesi, histolojik incelemeler ve istatistiksel

analizler verilmistir.

2.2.2.1. Ratlarin Viicut Agirh@ ve Achk Kan Glukozu Tayini

Ratlarin viicut agirliklari deneyin 0., 8. ve 15. giinii olacak sekilde 3 defa Balance
marka XPR504S model 0.1 g’a duyarl hassas tart1 ile sabah saat 08:30°da 6l¢iilmiis
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ve degerleri kaydedilmistir. A¢lik kan glukoz diizeyleri ise, yine deneyin 0., 8. ve 15.
giinlerinde sabah saat 08:30’da ratlarin yemleri verilmeden yani a¢ olduklar1 saatte
kuyruk venlerinden 1-2 damla kan alinarak Accu-Chek Active marka glukometre
yardimi ile 8lgiilmiistiir. Olgiim prensibi, dl¢iim ¢ubugundaki glukoz dehidrogenaz
kinon proteinin mutant varyanti Acinetobacter calcoaceticus enziminin kan
ornegindeki glukozu glukonolaktona doniistiirmesi ve bu reaksiyon sonucu olusan
degisimin fotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanir. Sonuglar mg/dL olarak

verilmistir.

2.2.2.2. Biyokimyasal Analiz

Biyokimyasal analizlerde gereken kan numunelerinin alinabilmesi i¢in ratlara
10 mg/kg Xylazine ve 100 mg/kg Ketamin HCI intramuskuler yolla enjekte edilerek
(Wellington ve ark., 2013) genel anestezi altina alinmistir. Kan ornekleri genel
anestezi altindaki ratlardan intrakardiyak yontemle alinmistir. Bunun igin ratlar sirt
iistii yatirilarak kalp vurusunun en gii¢lii oldugu nokta isaret parmagiyla saptanmis ve
igne orta hattin hafifce solunda ksifoid kikirdagin altina batirilmistir. Kalbe girmek
icin enjektor horizontal akstan sternuma 20-30 derecede ilerletilerek hafifce aspire
edilmis, kan yavasga ¢ekilmistir (Sekil 2.4). Her bir rattan 3-5 ml kan alinmis, alinan
ornekler enjektor yardimiyla serum tiiplerine aktarilmistir. Yaklagik 20 dk pihtilagsma
stiresini takiben Niive NF 400 model tezgah iistii santrifiij cthazinda 3500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek, iistte kalan serum kismi1 pastor pipeti yardimiyla alinmis ve

ependorf tiiplere aktarilmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Intrakardiyak kan almimi Sekil 2.5. Santrifiij yapilan kan 6rnegi

Ependorf tiipler, analizler yapilana kadar -20 °C’de bekletilmis ve alinan kan
ornekleri soguk zincir korunarak 6zel bir laboratuvara gotiiriilmiistir. Numunelerde;
serum tire (mg/dL), tirik asit (mg/dL), kreatinin (mg/dL), BUN (mg/dL), albiimin
(g/dL) ve total protein (g/dL) diizeyleri Mindray BS-400 (Shenzhen Mindray Bio-
Medical Electronics, China) otomatik analiz cihazinda ticari kit kullanilarak enzimatik
metodla Sl¢iilmiistiir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Biyokimyasal parametrelerin otoanalizatér ile analiz edilmesi
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2.2.2.3. Bobrek Dokusu Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve MDA

Miktarinin Belirlenmesi

Ratlardan alinan bobrek dokularindaki antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GPx
ve GST) aktiviteleri ve MDA miktarmin belirlenmesi asamas1 Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Mikroteknik Laboratuvari’nda yapilmis ve bu siirecte kullanilan tiim
kimyasal malzemeler prosediirlere uygun olacak sekilde deneye baslamadan once

hazirlanarak, bu laboratuvarda bulunan buzdolab1 kosullarinda saklanmustir.

2.2.2.3.1. SOD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesini belirlemek i¢in Marklund ve Marklund’un (1974)
gelistirdigi yontemden yararlanilmistir. Olgiim icin plastik kiivetlere Tris-EDTA,
pyrogallol, enzim 6rnegi ve distile su konarak sirayla spektrofotometrede 440 nm’de
180 saniye siirede kinetik olarak absorbans ol¢iimii yapilmistir (Sekil 2.7). Yapilan

hesaplamalardan sonra SOD aktivitesi U/mg protein olarak gosterilmistir.

Sekil 2.7. Spektrofotometrede analizlerin yapilmasi
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2.2.2.3.2. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT aktivitesinin belirlenmesi i¢in Aebi (1984) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilmistir. Hayvanlardaki CAT enzimi 6ncelikle peroksizomlarda bulunmaktadir.
Bu enzimi 6lgmek i¢in quartz kiivetlere numune 6rnegi, Triton-X-100 distile su ve
fosfat tamponu eklenerek 60 saniye siire ile 240 nanometrelik kinetik absorbans
Olciimii yapilmistir. Yapilan hesaplamalardan sonra katalazin enzim aktivitesi

nmol/mg protein olarak gosterilmistir.

2.2.2.3.3. GPx Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Paglia ve Valentine (1987) tarafindan gelistirilmis olan yontem ile GPx
aktivitesi tayin edilmistir. Sitoplazma ve mitokondrilerde bulunan bu enzimin
aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in cam (quartz) kiivetlere numune, glutatyon rediiktaz,
rediikte glutatyon, Tris HCI ve NADPH eklenerek 340 nanometrede 180 saniyede
Kinetik absorbans olgiimii yapilmistir. Yapilan hesaplamalardan sonra GPx enzim

aktivitesi nmol/mg protein olarak gosterilmistir.

2.2.2.3.4. GST Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GST enzim aktivitesi Habig ve ark.’nin (1974) belirttigi yontem ile tayin
edilmistir. Ksenobiyotik biyotransformasyonunda gérev alan bu enzimin aktivitesinin
belirlenmesi i¢in cam (quartz) kiivetlere rediikte glutatyon, fosfat tamponu, 1-chloro-
2,4dinitrobenzen (CDNB) ve numune ilave edilerek 340 nanometrede 120 saniyede
Kinetik absorbans 6l¢iimii yapilmigtir. Yapilan hesaplamalardan sonra GST enzim

aktivitesi pumol/mg protein olarak gdsterilmistir.
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2.2.2.3.5. MDA Miktarmin Belirlenmesi

MDA miktariin saptanmasi; Ohkawa ve ark.’nin (1979) gelistirdigi, TBA ile
lipid peroksidasyonunun reaksiyona girmesi ile son iiriin olarak meydana gelen MDA
miktarinin Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. MDA 6l¢iimii i¢in hazirlanan
cozeltiye tiyobarbitiirik asit eklenmis olup, karisim spektrofotometrede 532 nm’de
plastik kiivetlerde fotometrik olarak absorbansi okutulmustur. Yapilan hesaplama

sonrasinda olusan MDA miktar1 nmol/mg protein olarak verilmistir.

2.2.2.4. Histolojik Incelemeler

Bobrek histolojisinin  patoloji incelemeleri igin Ornekler ratlar disekte
edildikten sonra muhafaza edilmistir. Dokular %10’luk formalin ve bouin fiksatifi
iginde 24 saat tespit isleminin ardindan farkli konsantrasyondaki alkol ¢ézeltilerinde
dehidrasyon islemine tabii tutulmuslardir. Numuneler ksilol ile temizlendikten sonra
parafine gomiilme islemi yapilmistir. Parafin bloklar halinde gémiilen bobrek
dokularindan mikrotom aleti araciligiyla 5-6 mikron kalinliginda kesitler alinmistir.
Daha sonra doku kesitleri standart histolojik boyama metodu olan hemotoksilen-eozin
ile boyanarak Olympus BX-51 151k mikroskobu ile incelenmistir (Sekil 2.8). Incelenen
preparatlardan 151k mikroskobuna entegre Olympus-E-330 kamera ile bu doku
orneklerinin fotograflar1 ¢ekilmistir. Tiim kesitler farkli histolojik degisiklikler
acisindan ayrintili bir sekilde degerlendirilmistir. Incelenilen bu degisiklikler;
glomerular dejenerasyon, tiibiiler dejenerasyon, glomerular atrofi, glomerular
lobulasyon, hiicre infiltrasyonu, Bowman kapsiiliinde genisleme, hemoraji, 6dem,
nekrozdur. Her grupta en az 20 adet bobrek dokusu preparati incelenerek patolojik
bulgularin siddetine gore yok (-), az (+), orta (++), ¢ok (+++) olarak belirtilmis ve

cizelgeye kaydedilmistir.
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Sekil 2.8. Bobrek dokusundan mikroskop incelemeleri i¢in alinan kesitler

2.2.2.5. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Her grupta verilerin parametrik
kosullar1 yerine getirip getirmedigini inceleyebilmek i¢in normal dagilima uygunluk
varyans homojenligi testi olan One-Sample Kolmogorov-Smirnov Testi ile
yapilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesinde parametrik olan verilerin karsilagtirmasi
yapilirken T-Testi ve One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi
kullanilirken, post test olarak Tukey testi kullanilmistir. Non-parametrik verilerde ise
Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Tekrarli 6l¢iimlerde (viicut
agirhig ve aclik kan glukoz seviyesi) ANOVA Friedman testi kullanilarak; 6l¢iim
zamani, grup ve Ol¢iim zamani-grup ortak etkisi bakimindan anlamli farkliliklar
degerlendirilmistir. Friedman testinde; Wilcoxon testi ve Bonferroni diizeltmesi
yapilmustir. Sonuglar %95°lik giiven araliginda degerlendirilerek ortalama+standart
sapma (X+SS) olarak ifade edilmis olup, p<0.05 ve p<0.001 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ratlarin Viicut Agirhg, Achk Kan Glukozu ve Besin Tiiketim

Durumlan

Ratlarin deney baglamadan 6nce (0. giin), deneyin ortasinda (8.giin) ve deneyin
son giinii (15. giin) dl¢iilen viicut agirlig (g) ve aglik kan glukozu (mg/dL) miktarlari
Cizelge 3.1°de verilmistir. Deney baslangicinda her iki parametre de gruplar arasinda
homojen bir dagilim gostermektedir. Gruplar karsilastirildiginda yalnizca 8. giin aglik
kan glukozu seviyesinin kontrol grubu ile HSP grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Bununla birlikte hem viicut agirlig
hem de aglik kan glukozu parametrelerinin sirali Glgiimlerinde grup igindeki
degisimlerine bakildiginda; HSP grubu disindaki tiim gruplarda anlamli farklilik
oldugu bulunmustur (p<0.05). Viicut agirlig1 dl¢timlerinde yalnizca 6l¢glim zamanina
gore anlamli fark bulunurken (pzaman<0.001), gruplar arasi (pgrup>0.05) ve Ol¢tim
zamani-grup ortak etkisi degerlendirildiginde ise anlamli bir farklilik bulunmamistir
(Pzamanxgrup>0.05). A¢lik kan glukozu dl¢timlerinde hem Gl¢tim zamani (Pzaman<0.001)
hem de 6l¢iim zamani-grup ortak etkisi bakimindan anlamli farklilik saptanmis olup
(Pzamanxgrup<0.001), tek basina grup etkisinin ise anlaml farkliligi bulunmamaktadir
(Pgrup>0.05). Tiim ratlarin arastirmanin baslangici, 8. giin ve 15. giindeki viicut agirhigi
ortalamalari (p<0.05) ve aglik kan glukozu ortalamalarinin (p<0.001) arasinda anlaml
farklilik bulunmustur. Viicut agirhigi degisim yiizdelerine bakildiginda (15. giin 6l¢iim
ile 0. glin 6l¢tim farki) en ¢ok agirlik kaybinin QUE grubunda (%-3.9), en az ise CP
grubunda (%-1.7) oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.1. Ratlarin deneyin 0., 8. ve 15. giinlindeki viicut agirliklar1 ve aglik kan glukozu degerleri (Tek yonlit ANOVA, Friedman testi,

Paired-sample t testi)

0. giin 8. giin 15. giin Ortalama Degisim
Gruplar Parametre sts sts thss 2SS Yiizdgessi (%) p

Kontrol Viicut Agirhg (g) 392.8+44.34 370.8+40.65 383.8+42.69 382.5+42.27 -2.3 <0.05
AKG (mg/dL) 92.2+2.64 84.0+3.744 86.3+9.00 87.5+4.63 <0.05
i Viicut Agirlig (g) 411.0£59.39  385.8453.95 395.0453.65 397.3455.11 -3.9 <0.05
AKG (mg/dL) 97.3£7.82 03.5+8.50"8 90.3+5.35 93.7+£7.06 <0.05
Hep Viicut Agirlig (g) 427.8440.74  398.5+58.11 423.3+58.70 416.6+50.40 -2.6 >0.05
AKG (mg/dL) 98.7+9.67 96.8+8.548 93.0+9.92 96.2+8.70 >0.05
cp Viicut Agirligi (g) 425.7+£50.59 405.3+£39.60 424.3+36.91 418.4+41.34 -1.7 <0.05
AKG (mg/dL) 95.3£6.92 85.8+6.52A8 101.2+£12.37 94.1+£8.32 <0.05
QUE+CP Viicut Agirligi (g) 437.7+£51.09 422.0+51.80 428.3+51.81 429.3+51.35 -1.9 <0.05
AKG (mg/dL) 101.8+2.23 89.84+6.887B 98.5+8.46 96.7+5.75 <0.001
HSP+CP Viicut Agirligi (g) 437.5+£32.79 417.3+£32.88 428.3+29.96 427.7+31.50 -2.2 <0.05
AKG (mg/dL) 98.5+8.22 91.7+7.1778 96.2+5.27 95.4+6.44 <0.05

Viicut Agirhigi (9) >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

P AKG (mg/dL) >0.05 <0.05 >0.05 >0.05

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP: Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

AKG: A¢lik kan glukozu

A, B: gruplar arasindaki 8. giin aclik kan glukozu seviyesindeki anlamli farkhiig1 gostermektedir.
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Viicut agirligi  olgtimlerinin - deney siiresince degisme durumu ikili
karsilagtirma yontemi ile degerlendirildiginde; (Viicut agirlig dlgtimii: VA, 0. glin: 1,
8. glin: 2, 15.giin: 3 olarak belirtilmistir) VA12(35)=7.28, p:0.000, VA13(35)=2.78,
p:0.009, VA23(35)=-6.96, p:0.000 olacak sekilde anlamli farklilik oldugu bulunmustur.
Gruplar kendi icinde ikili karsilastirma yontemi ile analiz edildiginde ise, kontrol
grubunda; VA12(5)=5.50, p:0.003, VA13(5)=2.78, p:0.039, VAz3(5)=-3.57, p:0.016,
QUE grubunda; VA12(5)=3.63, p:0.015, VA23(5)=-4.26, p:0.008, HSP grubunda;
VA23(5)=-3.58, p:0.016, CP grubunda; VAi2(5)=3.67, p:0.014, VA23(5)=-2.90,
p:0.034, QUE+CP grubunda; VA1(5)=4.44, p:0.007, HSP+CP grubunda;
VA12(5)=5.05, p:0.004, VA23(5)=-5.75, p:0.002 anlaml1 farkliliklar bulunmustur.

Aclik kan glukozu sirali 6l¢iimlerinde ikili karsilastirma yontemi ile istatistik
analiz yapildiginda; (Aglik kan glukozu dl¢timii: AKG, 0. giin: 1, 8. giin: 2, 15. giin: 3
olarak belirtilmistir) AKG12(35)=8.39, p:0.000, AKG:13(35)=2.51, p:0.017,
AKG23(35)=-2.83, p:0.008 olacak sekilde anlamli farklilik oldugu bulunmustur.
Gruplar kendi icinde ikili karsilastirma yontemi ile analiz edildiginde ise, kontrol
grubunda; AKG12(5)=6.54, p:0.001, QUE grubunda; AKG12(5)=3.56, p:0.016,
AKG13(5)=4.09, p:0.009, CP grubunda; AKG12(5)=7.40, p:0.001, AKG23(5)=-5.10,
p:0.004, QUE+CP grubunda; AKG12(5)=5.86, p:0.002, AKG23(5)=-9.83, p:0.000
HSP+CP grubunda; AKG12(5)=3.97, p:0.011, AKG23(5)=-2.88, p:0.035 anlamli
farkliliklar bulunmustur. HSP grubunda ise Olgiimler arasinda anlamli farklilik

bulunmamaktadir.

Calismada miidahale siiresi boyunca ratlarin viicut agirligindaki ortalama
degisim Sekil 3.1°de verilmistir. Bu grafige gore, ratlarin 8. giinde agirliklarinda
azalmalar oldugu, 15. giinde ise artiy olmasina ragmen baslangic agirliklarina

ulagamadiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Ratlarin deney siiresi boyunca ortalama viicut agirlig: 6lgtimleri

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Ratlarin deney siiresi boyunca ortalama aglik kan glukoz degerleri Sekil 3.2°de
verilmistir. Kan glukoz seviyesinin 2. dl¢imde (8.giin) tiim gruplarda azaldig
goriilmektedir. QUE ve HSP gruplar1 haricindeki diger gruplarin 15. giin 6l¢iimlerinde
ise bir artis ger¢eklesmistir. QUE ve HSP takviyesi verilen gruplarin ise kan glukoz
seviyesi son dl¢glimde diismeye devam etmistir. Yalnizca CP grubunda ilk 6lglime gore
son kan glukoz seviyesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Son 6l¢iimde en yiiksek
kan glukoz seviyesinin sirasiyla CP grubunda oldugu, bunu QUE+CP, HSP+CP,
kontrol, QUE ve HSP gruplarinin takip ettigi belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Ratlarin deney siiresi boyunca ortalama aglik kan glukozu 6l¢timleri

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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Ratlarin deney siiresince giinliik tiikettikleri ortalama besin miktari (g/giin) ve
enerji alimi miktar1 (kkal/glin) ile calisma sonunda belirlenen bobrek agirliklar

Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Ratlarin deney siiresince giinliik besin tiiketimi ve enerji alimi1 miktarlari

Yem Tiiketim Miktar (g/giin)* l&:ll(lle(;]l;g?ll:l;gl Bobrelzgz)&glrllgl
X X X+SS

Kontrol 19.1 63.4 1.88+0.20
QUE 19.9 66.1 1.97+0.39
HSP 20.8 69.0 1.90+0.29
CP 20.9 69.4 2.03+0.16
QUE+CP 215 71.4 2.32+0.24
HSP+CP 21.4 71.1 2.33+0.22
Ortalama 20.6 68.4 2.07+0.31

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

* Her kafeste bulunan 6 hayvanin toplam besin tiiketiminden hesaplanmstir.

Gruplara gore giinliik ortalama yem tiiketim miktarlari, en az kontrol grubunda
19.1 g, en fazla QUE+CP grubunda 21.5 g olarak bulunmustur. Giinliik ortalama enerji
alim1 miktarlarina bakildiginda, yem tiiketim miktarlarina paralel olarak en az kontrol
(63.4 kkal/gtin), en fazla QUE+CP grubunun (71.4 kkal/giin) enerji aldigi
hesaplanmigtir. Yem tiiketim miktar1 ve enerji alimi miktar1 gruplar arasinda anlaml
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). Ratlarin bobrek agirliklarina bakildiginda; en
diistik agirhigin kontrol grubunda (1.88 g), en yiiksek agirligin ise HSP+CP grubunda
(2.33 g) olarak bulunmustur. Bobrek agirliklari bakimindan gruplarin arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

3.2. Ratlarin Serum Biyokimyasal Parametrelerine Iliskin Bulgular

Ratlarin biyokimyasal parametrelerine iligkin bulgular Cizelge 3.3’te
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore albiimin disindaki tiim biyokimyasal parametrelerde

gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur. Serum iire, tirik asit, kreatinin, BUN
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ve total protein diizeylerinin CP grubunda diger gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. En yiiksek serum albiimin diizeyi ise HSP+CP grubundadir. Ratlarin
serum fire diizeyinin, CP grubu ile kontrol (p<0.05), QUE (p<0.05) ve HSP (p<0.05)
gruplar1 arasinda; HSP+CP grubu ile kontrol (p<0.05), QUE (p<0.05) ve HSP (p<0.05)
gruplar1 arasinda anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur. Serum iirik asit diizeyine
bakildiginda; CP grubu ile kontrol (p<0.001), QUE (p<0.001) ve HSP (p<0.05)
gruplar1 arasinda; HSP grubu ile QUE+CP (p<0.05), HSP+CP (p<0.05) gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu bulunmustur. Serum Kkreatinin diizeyi
incelendiginde; CP grubu ile kontrol (p<0.05), QUE (p<0.05) ve HSP (p<0.05)
gruplar1 arasinda; HSP+CP grubu ile kontrol (p<0.001), QUE (p<0.05) ve HSP
(p<0.001) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptanmustir.
Serum BUN diizeyi agisindan karsilastirildiginda; CP grubu ile kontrol (p<0.05), QUE
(p<0.001) ve HSP (p<0.001) gruplarinin arasinda ve HSP+CP grubu ile QUE (p<0.05)
ve HSP (p<0.05) gruplari arasinda anlamli farklilik oldugu bulunmustur. Serum
alblimin diizeyi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05). Serum total protein diizeyine bakildiginda; CP grubu ile QUE (p<0.05)

grubu arasinda anlamli farklilik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Ratlarin biyokimyasal parametre sonuclar1 (Tek yonli ANOVA)

Kontrol QUE HSP CP QUE+CP HSP+CP Ort

X+SS X+SS X+SS X+SS X+SS X+SS X+SS P
(mlé/rgl_) 40.1+£5.398  32.143.12%  33.0+4.328  78.94+8.71° 59.6£13.65%®  64.1+5.80° 51.3+19.07 <0.05
Urik asit b b b
(mg/dL) 0.78+0.20%  0.68+0.14¢  0.62+0.19%  1.27+0.35 1.00£0.19"  1.03+£0.20°  0.90+0.31 <0.05
Kreatinin b b b
(mg/dL) 0.98+0.15%  0.96+0.08%  0.94+0.12%  2.21+0.36 1.55+0.50% 1.89+0.26 1.4240.57 <0.05
(n?gljc'j\:_) 18.7+2.52%  15.8+2.078  16.242.42% 39.3+14.15> 27.5+£7.27%° 32.5+12.89% 25.0+11.94 <0.05
A('é’/‘c‘j'l‘_';“ 3.0440.50  3.00£0.39  3.08£022  3.0420.19  3.26£0.54 3284026  3.12+036 >0.05
Total

protein  6.14£0.56®  5.81+0.62%  6.39£0.66®  7.27+0.75°  6.54+£0.62%  6.74+0.76® 6.48+0.77 <0.05
(g/dL)

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

a, b, ¢; gruplar arasindaki anlamh farklhihiklar gostermektedir.
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Ratlarin serum tire diizeyi Sekil 3.3’te verilmistir. Buna gore en yiiksek iire
diizeyi CP grubunda bulunurken, onu sirastyla HSP+CP ve QUE+CP gruplar takip

etmektedir. En diisiik serum ftire diizeyi ise QUE grubundadir.
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Sekil 3.3. Ratlarin serum {ire diizeyi

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Sekil 3.4’te ratlarin serum iirik asit diizeyine ait grafik verilmistir. Bu grafige
gore en yiiksek serum iirik asit diizeyi CP grubunda bulunurken, onu sirasiyla HSP+CP
ve QUE+CP gruplar takip etmektedir. En diisiik serum iire diizeyi ise sirasiyla HSP
ve QUE grubunda bulunmustur.

<

Sekil 3.4. Ratlarin serum {irik asit diizeyi

Urik Asit (mg/dL)
o009 PP
N OO EFEND

o

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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Ratlarin serum kreatinin diizeyine ait grafik Sekil 3.5’te verilmistir. Buna gore
en yiiksek serum kreatinin diizeyi CP grubunda bulunurken, onu sirasiyla HSP+CP ve
QUEACP gruplar takip etmektedir. En diisiik serum kreatinin diizeyinin ise sirasiyla

HSP ve QUE gruplarinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.5. Ratlarin serum kreatinin diizeyi

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Sekil 3.6°da ratlarin serum BUN diizeyine ait grafik yer almaktadir. Bu grafige
gore en yiiksek serum BUN diizeyi sirastyla CP, HSP+CP ve QUE+CP grubunda, en
diistik serum BUN diizeyi ise QUE ve HSP grubundadir.
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Sekil 3.6. Ratlarin serum BUN diizeyi

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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Ratlarin serum albiimin diizeyine ait grafik Sekil 3.7’de verilmistir. Degerler
birbirine olduk¢a yakin olup, en yliksek serum albiimin diizeyinin HSP+CP ve
QUE+CP gruplarinda oldugu, en diisiik serum albiimin diizeyinin ise QUE grubunda

+ & 3 < < <
& 9 9 9

X
Sekil 3.7. Ratlarin serum albiimin diizeyi

oldugu bulunmustur.

Albumin (g/dL)
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K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Sekil 3.8”de ratlarin serum total protein diizeyine ait grafik yer almaktadir. Bu
grafige gore en yiiksek serum total protein diizeyi sirasiyla CP, HSP+CP ve QUE+CP

gruplarinda bulunmustur. En disiik serum total protein diizeyi ise QUE ve kontrol

& o

X

R

grubunda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Ratlarin serum total protein diizeyi

Total Protein (g/dL)
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K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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3.3. Ratlarin Bobrek Dokusundaki Antioksidan Enzim Aktivitesi ve MDA
Miktar1 Sonuglarna iliskin Bulgular

Ratlarin bobrek dokusundaki antioksidan enzim diizeyi ve MDA miktari
sonuglarma ait veriler Cizelge 3.4’te verilmistir. Bu c¢izelgeye gore, tim
parametrelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar vardir. SOD ve
CAT seviyesi en yiiksek HSP grubunda, en diisiik CP grubunda bulunurken, GPx ve
GST seviyesi en yiiksek QUE grubunda ve en diisiik CP grubunda bulunmustur. MDA
seviyesi en yiiksek CP grubunda, en diisiik ise HSP grubunda tespit edilmistir.

Cizelge 3.4. Ratlarin bobrek dokusundaki antioksidan enzim ve MDA miktarlar1 (Tek
yonli ANOVA)

Kontrol QUE HSP CP QUE+CP  HSP+CP Ort
X+SS X+SS X+£SS X+SS X+SS X+SS X+SS

p

SOD 691032 86+2x107°2 89+4x103%2 32+4x1073° 55£10°8%3 60£2x10%3  65+£3x10%  <0.05

CAT  113+10%% 17243x10%2 188+6x10%% 19£5x102°  94+2x10%¢ 98+2x10%¢ 114£6x10°  <0.05

GPx 29+3x10°%  63+£22x10°%*  62+17x10°2 744x10°  23+5x10°°  24+6x10°¢  35+24x10° <0.001

GST  45+1.13 acce 67+0.96 * 62+2.30 * 22+0.65 42+0.96 © 40+0.49 * 46+1.88  <0.001

MDA  56£6x10?%  50+75x10%? 41£15x10%%  122+38x10%°  72437x10%  68+41x10%2  68+37x10*> <0.001

QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Ortalama degerleri SOD:10“U/mg protein, CAT:10°mmol/mg protein, GPx:10%nmol/mg protein, GST:10*
pmol/mg protein ve MDA:102nmol/mg protein olarak verilmistir.

a, b, ¢, d, e; gruplar arasindaki anlamh farklihklari gostermektedir.

Cizelge 3.4’ten goriildiigi gibi; SOD enzim seviyesinin CP grubu ile QUE
(p<0.05) ve HSP (p<0.05) grubu arasinda, CAT enzim seviyesinin CP grubu ile
kontrol (p<0.001), QUE (p<0.05), HSP (p<0.05), QUE+CP (p<0.05), HSP+CP
(p<0.001) grubu arasinda ve QUE grubu ile QUE+CP (p<0.05), HSP+CP (p<0.05)
grubu arasinda anlamli farkliliklar vardir. GPx enzim seviyesi bakimindan; CP grubu
ile kontrol (p<0.001), QUE (p<0.05), HSP (p<0.05), QUE+CP (p<0.05), HSP+CP
(p<0.05) grubu arasinda ve HSP grubu ile QUE+CP (p<0.05), HSP+CP (p<0.05)
grubu arasinda anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir. GST enzim seviyesinin; CP

grubu ile kontrol (p<0.05), QUE (p<0.001), HSP (p<0.001) grubu arasinda; QUE
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grubu ile QUE+CP (p<0.05), HSP+CP (p<0.05) grubu arasinda ve HSP grubu ile
HSP+CP (p<0.05) grubu arasinda anlamli farkliliklar oldugu bulunmustur. MDA
seviyesinin ise; CP grubu ile kontrol (p<0.05), QUE (p<0.001), HSP (p<0.001),
QUE+CP (p<0.05), HSP+CP (p<0.05) grubu arasinda istatistiksel anlaml1 farkliliklar
oldugu belirlenmistir.

Ratlarin bobrek dokusundaki antioksidan enzim diizeyi ve MDA miktari
sonuglarina ait grafikler asagida verilmistir. SOD enzim miktarina ait grafige
bakildiginda; en diisiik CP grubunda, en yiiksek HSP grubunda oldugu ve onu QUE
grubunun takip ettigi goriilmektedir (Sekil 3.9).

0,01
0,009
0,008

g 0,007
< 0,006
2 0,005
2 0,004
(a]
O 0,003
[9p]
0,002
0,001

CP  QUE+CP HSP+CP

o

Sekil 3.9. Ratlarin bobrek dokusundaki SOD enzim miktari

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Sekil 3.10°da ratlarin bobrek dokusundaki CAT enzim diizeyleri verilmistir.
Bu grafige gore CAT seviyesi CP grubunda ve onu takip eden QUE+CP ve HSP+CP
grubunda en diisiikken, HSP grubu ve QUE grubunda en yiiksektir.
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Sekil 3.10. Ratlarin bobrek dokusundaki CAT enzim miktari

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

CP  QUE+CP HSP+CP

Sekil 3.11°de ratlarin bobrek dokusundaki GPx enzim diizeyleri verilmistir. Bu
grafige gore GPx seviyesi CP grubunda en diisiik olup, bunu QUE+CP ve HSP+CP
grubunun takip ettigi, QUE grubunda ise en yiiksek oldugu ve HSP grubunun takip

ettigi goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Ratlarin bobrek dokusundaki GPx enzim miktari

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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Sekil 3.12°de ratlarin bobrek dokusundaki GST enzim diizeyleri verilmistir. Bu
grafige gore GST enzim seviyesi CP grubunda en diisiik, QUE ve HSP grubunda en

yiiksektir.
8
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K QUE HSP CP  QUE+CP HSP+CP

Sekil 3.12. Ratlarin bobrek dokusundaki GST enzim miktar1

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

Sekil 3.13’te verilen ratlarin bobrek dokusundaki MDA diizeylerine
bakildiginda; HSP ve QUE grubunda en diisiik oldugu, sirasiyla CP, QUE+CP ve
HSP+CP grubunda en yiiksek oldugu goriillmektedir.
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Sekil 3.13. Ratlarin bobrek dokusundaki MDA miktar1

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.
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3.4. Ratlarin Bobrek Dokusuna Ait Histopatolojik Analizlere iliskin Bulgular

Deneyin tamamlanmasinin ardindan ratlardan alinan bobrek dokusu kesitleri
151k mikroskobu altinda incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda kontrol grubunda

herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamistir. Glomerulus, Bowman kapsiilii, distal

ve proksimal tiibiiller ve kan damarlarinin histolojik agidan normal goriinlimde oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15). QUE grubu ile HSP grubunun
histopatolojik incelemelerinin kontrol grubuna benzer olarak normal bir goriiniime
sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3.16-3.19).

Sekil 3.14. Kontrol grubundaki ratlarin Sekil 3.15. Kontrol grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-1l (H&E, x100)

(G : Glomerulus, P : Proksimal tiibiil, D : Distal tiibiil)

Sekil 3.16. QUE grubundaki ratlarin Sekil 3.17. QUE grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-11 (H&E, x100)

(G : Glomerulus, P : Proksimal tiibiil, D : Distal tiibiil)
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Sekil 3.18. HSP grubundaki ratlarin Sekil 3.19. HSP grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-1l1 (H&E, x100)

(G : Glomerulus, P : Proksimal tiibiil, D : Distal tiibiil)

CP verilen ratlarin bobrek dokularinda oldukega siddetli ve ¢esitli histopatolojik
degisiklikler oldugu gozlemlenmistir. Yapilan incelemelerde hemoraji  (Sekil
3.20,3.22-3.25), hiicre infiltrasyonu (Sekil 3.20-3.21 ve Sekil 3.24-3.25), glomerular
atrofi (Sekil 3.21, Sekil 3.23-3.24), tiibtiler dejenerasyon (Sekil 3.20-3.22 ve Sekil
3.24), glomerular dejenerasyon (Sekil 3.23), glomerular lobulasyon (Sekil 3.21)
oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.20. CP grubundaki ratlarin Sekil 3.21. CP grubundaki ratlarin bobrek
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) histolojik yapisi-1l (H&E, x200)

(G : Glomerulus, s : Glomerular atrofi, ¥ : Hiicre infiltrasyonu, ¥ : Glomerular lobulasyon,
+ : Hemoraji, == : Tiibiiler dejenerasyon)
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Sekil 3.22. CP grubundaki ratlarin Sekil 3.23. CP grubundaki ratlarin bobrek
bobrek histolojik yapisi-111 (H&E, x200) histolojik yapisi-1V (H&E, x200)

(G : Glomerulus. * : Glomerular dejenerasyon, mmmp : Glomerular atrofi, =—p : Tiibiiler
dejenerasyon, +: Hemoraji)

e
o

B : v
:3“\&\-5.

5&%@;&

Sekil 3.24. CP grubundaki ratlarin Sekil 3.25. CP grubundaki ratlarin bobrek
bobrek histolojik yapisi-V (H&E, x100) histolojik yapisi-VI (H&E, x100)

(G : Glomerulus, s : Glomerular atrofi, ¥ : Hiicre infiltrasyonu, == : Tiibiiler dejenerasyon,
< Hemoraji, W : Nekroz)

QUE+CP grubunda CP grubundaki ratlara benzer ama daha az sayida ve
cesitlilikte histopatolojik degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Glomerular dejenerasyon
(Sekil 3.26), tiibiiler dejenerasyon (Sekil 3.26-3.29), hemoraji (Sekil 3.26-3.29), hiicre
infiltrasyonu (Sekil 3.29), 6dem (Sekil 3.28) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.26. QUE+CP grubundaki ratlarin ~ Sekil 3.27. QUE+CP grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-1l1 (H&E, x200)

(G : Glomerulus, = : Tiibiiler dejenerasyon, * : Glomerular dejenerasyon, 4~ : Hemoraji)

Sekil 3.28. QUE+CP grubundaki ratlarin ~ Sekil 3.29. QUE+CP grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-111 (H&E, x100) bobrek histolojik yapisi-1V (H&E, x100)

(G : Glomerulus, = : Tiibiiler dejenerasyon, X : Hiicre infiltrasyonu, < : Hemoraji,
@ : Odem)

HSP+CP grubunda QUE+CP grubuna benzer sayida ve ¢esitlilikte histopatolojik
degisiklikler oldugu goriilmistiir. Glomerular dejenerasyon (Sekil 3.30 ve Sekil 3.33),
tibiiler dejenerasyon (Sekil 3.30-3.33), glomerular lobulasyon (Sekil 3.31),
glomerular atrofi (Sekil 3.31), hemoraji (Sekil 3.30-3.33), nekroz (Sekil 3.32) oldugu
tespit edilmistir.
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Sekil 3.30. HSP+CP grubundaki ratlarin ~ Sekil 3.31. HSP+CP grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-1 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-1l1 (H&E, x200)

(G : Glomerulus, * : Glomerular dejenerasyon, ¥ : Glomerular lobulasyon, == : Tiibiiler
dejenerasyon, —-: Hemoraji, == : Glomerular atrofi)

Sekil 3.32. HSP+CP grubundaki ratlarin ~ Sekil 3.33. HSP+CP grubundaki ratlarin
bobrek histolojik yapisi-111 (H&E, x200) bobrek histolojik yapisi-1V (H&E, x100)

(G: Glomerulus, * : Glomerular dejenerasyon, = : Tiibiiler dejenerasyon, < : Hemoraji,
v : Nekroz)

Ratlarin bobrek dokusundaki histopatolojik degisikliklerin derecelendirilmesi
cizelge seklinde verilmistir (Cizelge 3.5). Buna gore en ¢ok histopatolojik degisiklik
CP grubunda bulunurken, bunu QUE+CP ve HSP+CP gruplari takip etmistir. Kontrol
grubu, QUE grubu ve HSP grubun da ise herhangi bir histopatolojik degisiklik

olmadig1 gorilmiistiir.
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Cizelge 3.5. Ratlarin bdbrek dokusundaki histopatolojik  degisikliklerin
derecelendirilmesi

Histopatolojik Degisiklikler K QUE HSP CP QUE+CP  HSP+CP
Glomerular dejenerasyon - - - ++ ++ ++
Tiibiiler dejenerasyon - - - +++ ++ ++
Glomerular atrofi - - - +++ - +
Glomerular lobulasyon - - - + - +
Hiicre infiltrasyonu - - - +++ + _
Bowman ) i ) + ) ]
kapsiiliinde genisleme

Hemoraji - - - +++ ++ ++
Odem - - - ++ + -
Nekroz - - - ++ - +

K:Kontrol, QUE: Quercetin, HSP: Hesperidin, CP: Siklofosfamid, QUE+CP: Quercetin+Siklofosfamid, HSP+CP:
Hesperidin+Siklofosfamid verilen gruptur.

-1 yok, +: az, ++: orta, +++: ¢ok
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4. TARTISMA

Bu ¢alisma in-vivo bir ¢alisma olup, arastirmanin 6rneklemini 36 adet Wistar
albino cinsi rat olusturmaktadir. Calisma CP ile indiikklenen oksidatif stres ve bobrek
hasarma karst1 QUE ve HSP’nin etkilerini incelemek ve histopatolojik agidan
degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Bu ¢calismada beslenme ile iliskili olarak ratlarin
yem tiiketim miktarlar1 (g/giin), viicut agirliklart (g) ve aglik kan glukozu seviyesinin
(mg/dL) yan1 sira plazma biyokimyasal parametrelerinden; serum iire (mg/dL), tirik
asit (mg/dL), kreatinin (mg/dL), BUN (mg/dL), albiimin (g/dL) ve total protein (g/dL),
oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in ise; SOD (U/mg protein), CAT (mmol/mg
protein), GPx (nmol/mg protein), GST (umol/mg protein) antioksidan enzim
miktarlar1 ile MDA (nmol/mg protein) diizeyi ve bdbrek dokusu fotograflart

histopatolojik olarak incelenmistir.

Alkilleyici, gii¢lit immiinosiipressif bir ajan olan CP, kemoterapide siklikla
kullanilan bir ajandir. CP; meme, mesane, deri, pediatrik maligniteler ve lenfoid dahil
olmak tizere farkli kanserlerin tedavisinin yani sira; kan ve kemik iligi
transplantasyonlarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Chamorro-Cevallos ve ark.,
2008; Yu ve ark., 2014). Timorlerin kemoterapi ilaglarina karsi gelistirdigi direng
veya bu ilaglarin kullanim dozlariin yetersiz kalmasi1 durumlarinda basta CP olmak
tizere pek ¢ok kemoterapi ajanlarinin yiiksek dozda kullanilmasi elzem hale
gelmektedir. Bu kemoterapi ajanlarindan CP’nin yiiksek terapotik aktivitesini
kisitlayan en onemli etken olusturdugu toksik yan etkilerdir. Bu ajan, karacigerde
sitokrom P-450 sisteminde aktivasyon edilmesi gereken prekiirsor bir ajandir. Ilk
olarak 4-hidroksi-siklofosfamid'e aktiflendikten sonra aldofosfamide izomerize
edilmektedir. Aldofosfamid viicutta fosforamid hardali ve akrolein olmak tizere iki ana
bilesige donistiirilmektedir. CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti olan bu akrolein
maddesi ile dogrudan iligkilidir. Ciinkii akrolein organizmada yiiksek miktarda serbest
radikal olusumuna, bu da hemorajik sistit basta olmak iizere nefrotoksisite,

kardiyotoksisite, gonadal toksisite ve kemik iligi supresyonu gibi pek ¢ok toksisitenin
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gelismesine neden olmaktadir (Atalay, 2014; Hamzeh ve ark., 2018; Rehman ve ark.,
2012; Schirrmacher, 2019; Sheth ve ark., 2018; Slordal, 2006; Wei ve ark., 2012).

Siklofosfamid’in toksisiteye neden oldugu hiicresel ve biyokimyasal
mekanizmalar tam anlasilamamakla birlikte, ¢ok sayida arastirma CP maruziyetinin
hiicre i¢i ROS iiretimini arttirdigini géstermektedir (Chakraborty ve ark., 2016; Jeelani
ve ark., 2017; Liu ve ark., 2019). ROS, organizmada asir1 miktarda tiretildiginde, DNA
fragmantasyonunu ve mitokondri ile plazma zarinm1 peroksidatif hasara ugratmakta ve
boylece toksisitenin gelismesine neden olmaktadir (Rehman ve ark., 2012). Cesitli
calismalarda CP ile indiiklenen oksidatif hasar tizerine baz1 antioksidanlarin etkileri
rapor edilmistir. CP kaynakli nefrotoksisite, hepatoksisite, norotoksisite, akciger
toksisitesi ve renal toksisite tizerine yapilan ¢alismalarda agirlikli olarak incelenen
besin bilesenlerinden; E vitamini, Se, ¢inko, resveratrol, Koenzim Qio, melatonin,
propolis ve bazi esansiyel yag asitlerinin koruyucu etkilerine odaklandig
goriilmektedir (Akyol ve ark., 2016; Attia ve ark., 2023; Ayza ve ark., 2022; Estakhri
ve ark., 2013; Gunes ve ark., 2018; Sheweita ve ark., 2016; Torabi ve ark., 2017).
Bunlara ek olarak; Temel ve ark., (2020) tarafindan CP’nin neden oldugu bobrek ve
karaciger hasarinda flavon madde olan Krisin’in koruyucu etkilerinin oldugu ve Celebi
ve ark., (2014) tarafindan CP kaynakli mesane dokusu hasarinda rutinin koruyucu
etkileri oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada kullanilan antioksidan maddeler olan QUE
ve HSP ile yapilan ¢aligmalarin agirlikli olarak bobrek dokusundan farkli dokular
tizerindeki etkilerin incelenmesi amaciyla yapildigi goriilmektedir. Literatiirde CP ile
indiiklenmis deney hayvanlarinda; QUE’in etkilerinin kalp, akciger, karaciger,
yumurtalik dokularinda (Barberino ve ark., 2022; Gedikli ve Sengiil, 2019; Gelen ve
ark., 2021; Sengiil ve ark., 2017), HSP’nin etkilerinin ise; beyin, akciger, mesane ve
karaciger dokularinda daha yogun olarak c¢aligildig1 goriilmiistiir (EI-Beheiry ve ark.,
2023; Elhelaly ve ark., 2019; Fouad ve ark., 2014; Khedr, 2015; Mahmoud, 2014).
Literatiirde CP'nin neden oldugu boébrek hasari ve disfonksiyonuna karsi QUE
(Kocahan ve ark., 2017) ve HSP’nin (Fouad ve ark., 2021) koruyucu mekanizmasini

arastiran yalniz iki ¢alisma bulunabilmistir.
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Siklofosfamid’in de iginde yer aldig: alkilleyici tipte antineoplastik ajanlar
smifi ¢ogunlukla bobrek fonksiyonlarint dogrudan etkilemektedir (Dos Santos ve ark.,
2020). Serum iire, irik asit, kreatinin, BUN, albiimin ve total protein bobrek
fonksiyonlarinin  degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir (Anandan ve
Subramanian, 2012). Ure; protein katabolizmasinin son iiriiniidiir (Dabla, 2010). BUN;
serum veya plazmadaki kan {ire nitrojen konsantrasyonunu kantitatif olarak belirlemek
i¢in kullanilan bir parametre olup, organizmada bobreklerden atilan bir metabolik atik
tirtindiir (Dobrek ve ark., 2017). BUN ig¢in iist sinirin 30 mg/dL oldugu bilinmektedir.
Kandaki artan iire ve dolayisiyla artan BUN diizeyi; organizmada protein
katabolizmasinin arttig1 ve bobrek fonksiyonlarinda bozukluk oldugunun gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Temel ve ark., 2020). Bununla birlikte yiiksek kan iire ve
BUN diizeyinin; artmis doku hasar1 veya bozulmus idrar atilimindan kaynaklandigi
bildirilmektedir (Mahipal ve Pawar, 2017).

Urik asit; normal referans araliklarinda, insan saglhigi igin antioksidan ve
proinflamatuar 6zelliklere sahip faydali bir molekiildiir ve hatta sitokinler ile biiyime
faktorleri salgilanmasini tesvik etmektedir (Khichar ve ark., 2017). Urik asitin serum
seviyesi esik deger diizeyi olan 7 mg/dL’yi gectigi zaman negatif etkiler gosterdigi ve
bobrek hastaliklarina neden oldugu bildirilmektedir (Ayyildiz, 2016). Bobrek
hastaliklarinda serum iirik asit seviyesindeki artis, ¢ok sik karsilasilan klinik bir
bulgudur (Sengiil ve ark., 2011). Yapilan galismalarda tirik asit seviyesinin serumdaki
yiiksekliginin bobrek hasarini ilerlettigi ifade edilmistir (Borges ve ark., 2010). Cesitli
kimyasallarin glomeriiler filtrasyonda azalmaya neden olarak bobrek rahatsizliklart
olusturdugu ve hiperiirisemi tablosunun gelismesine neden oldugu belirtilmistir
(Choudhary ve ark., 2013; Su ve ark., 2014). Hiperiirisemi nedeniyle irik asit
kristalleri meydana gelmekte, bu durum bébrek tasi olusumuna yol agmakta (Becker
ve Jolly, 2006), renal vaskiiler yap1 ve renal kan akist bozulabilmekte ve tiim bunlar
sonunda oksidatif stresin tetiklendigi gozlenmektedir (Maiuolo ve ark., 2016).

Kreatinin; serum seviyesindeki artislarinin klinik agidan olduk¢a onemli bir
gosterge oldugu bildirilmektedir (Sayed-Ahmed, 2010). Kreatinin nefronun

fonksiyonel kapasitesini, bobrekteki aktif lezyonlarin varligini ve ayrica viicutta kas
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yikiminin olup olmadigin1 géstermede biiyiik 6nem arz etmektedir (Senthilkumar ve
ark., 2006). Ure, iirik asit ve kreatinin organizmada bobrekler araciligiyla disari
atildigindan, bobreklerde hiicresel hasar olusmasi durumunda atilamamakta ve kanda
tutulmaya baslandigindan serum seviyeleri yiikselmektedir (Ota-Kontani ve ark.,
2020; Khichar ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda iire ve iirik asit Seviyesinin
beslenme, dehidrasyon ve antiditiretik ilaglar gibi bir¢ok faktor ile degiskenlik
gosterdigi, fakat kreatinin bobrek i¢in daha spesifik bir parametre oldugu
bildirilmektedir. Ciinkii bobrek hasar1 serum kreatinin seviyesini artiran tek onemli
faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir (Mahipal ve Pawar, 2017; Olayinka ve ark., 2015;
Senthilkumar ve ark., 2006). Sonugta bu dort parametrenin de renal bozukluk ve/veya
hasar durumunda serum seviyelerinde artis meydana geldigi bildirilmektedir
(Anandan ve Subramanian, 2012; Padmini ve Kumar, 2012). Yapilan bu ¢alismada
200 mg/kg (i.p.) tek doz CP uygulanan ratlarin serum iire, iirik asit, kreatinin, BUN ve
total protein seviyesinin diger gruplardan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3.3). Ozellikle iire, iirik asit ve kreatinin seviyelerindeki artis CP
toksisitesi nedenli renal hasardan kaynaklanmakta; QUE ve HSP takviyelerinin ise
histopatolojik olarak bobrek dokularinda koruma ve iyilesmeler saglamasi nedeniyle

bu parametrelerde diisiis sagladigi diisiiniilmektedir.

Diger bir yandan ratlara ait bobrek dokularinin 1sik mikroskobu altinda
incelenmesi sonucu CP verilen grupta; glomerular atrofi, glomerular dejenerasyon,
tibiiler dejenerasyon, glomerular lobulasyon, Bowman Kkapsiilinde genisleme,
hemoraji, hiicre infiltrasyonu, nekroz ve 6dem gibi fazla gesitlilikte ve ¢ok sayida
histopatolojik hasarlar oldugu gorilmistiir (Sekil 3.20-25). QUE+CP ve HSP+CP
gruplarinda CP verilen gruba kiyasla patolojilerin ¢esidi ve sayisinda ciddi azalmalar
goriilmiis olup (Sekil 3.26-33), bunun nedeni olarak; QUE ve HSP takviyelerinin CP
maruziyetinin tetikledigi histopatolojik hasarlardan giiclii antioksidan aktiviteleri ile
bliyiik oranda korudugu sonucuna ulasilmistir. QUE+CP ile HSP+CP gruplar
kiyaslandiginda; QUE takviyesinin HSP’ye gore patoloji olusumunda daha fazla
koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 3.5). Nefrotoksik etkileri oldugu
bilinen kemoterapik ajan olan CP’nin neden oldugu bu agir patolojik durumlarin,

artmig olan ROS ve yetersiz kalmig antioksidan enzim savunmasindan kaynaklandig;,
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QUE ve HSP takviyesi ile artan antioksidan savunma mekanizmasindan kaynakli
koruyucu etkiler goriildiigii diisiiniilmektedir. Bu ¢alismaya benzer yontemle yapilan
bir ¢alismada; 200 mg/kg CP uygulanan farelerde 10 giin siire ile 100 ve 200 mg/kg
HSP takviyesinin serum kreatinin seviyeleri ve tiibiiler hasar skorunu anlamli olarak
azalttigt ve bu azalmanin yiiksek doz HSP takviyesi verilen grupta daha belirgin
oldugu sonucuna varilmistir (Fouad ve ark., 2021). Literatiirde ayn1 doz ve yontem CP
uygulamasi yapilan farelerde tek doz 200 mg/kg (i.p), CP’nin renal toksisitesine karsi
paeoniflorinin koruyucu etkisini arastirdiklar1 baska bir ¢alismada, CP uygulanan
farelerin bobrek dokusunda nekroz ve inflamatuar hiicre gogleri oldugu gozlenmis,
serum irik asit ve kreatinin dazeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigt
tespit edilmistir (Liu ve ark., 2016). Bu g¢alismada da CP verilen gruplarda bu

parametrelerin yiiksek olmasi bobrek dokusunda hasar gelistiginin kanitidir.

Abraham ve Sugumar (2008) tarafindan CP nefrotoksisitesinin lizozomal
enzimler tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir galismada, 150 mg/kg tek doz (i.p.) CP
uygulanan ratlarin kreatinin seviyesinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu ve ayrica
bobreklerin  histopatolojik incelemesinde, glomeriiler nefrit, kortikal tibtler
vakuolizasyon ve interstisyel 6dem olustugu goézlemlenmistir. Bu calismada da
literatiire benzer sekilde; CP grubunda kreatinin seviyesinin yiiksek oldugu ve
histopatolojik incelemelerde 6zellikle tiibiiler dejenerasyon, glomerular atrofi, hiicre
infiltrasyonu ve hemorajinin ¢ok fazla siklikta, glomeriiler lobulasyonun ise nispeten
daha az sayida oldugu tespit edilmistir. Buna benzer olarak bir diger c¢alismada,
sisplatin verilen ratlarda 10 giin siire ile 50 ve 100 mg/kg HSP takviyesinin BUN ve
kreatinin miktarlarin1 anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Fakat farkli olarak bu
calismada; HSP takviyesi verilen gruplarda sisplatin grubuna gore alblimin miktarinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu ¢aligmada ise gruplar arasinda
albiimin seviyesi bakimindan anlamli fark bulunamamistir (Cizelge 3.3). Serum
albiimini, kanda transport ve onkotik basinci saglamaktan sorumlu 6nemli bir
proteindir. Yetersiz beslenme durumu ve inflamasyon varliginda diisen negatif bir akut
faz reaktanidir (Yilmaz ve Karacan, 2021). Bu ¢aligmada gruplar arasinda albiimin
bakimindan farklilik bulunamamasinin nedeni olarak ratlarda inflamasyon ve yetersiz

beslenme durumunun goériilmemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Serum total
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protein miktarlarina bakildiginda anlamh farklilik yalnizca CP grubu ile QUE grubu
arasindadir (Cizelge 3.3). CP’nin organizmada protein katabolizmasinda artisa yol

a¢gmasinin buna neden olabilecegi diisiintilmiistiir.

Gunes ve ark.’nin (2018) CP kaynakli nefrotoksisiteye karst Se’nin koruyucu
etkilerinin arastirdiklar1 bir ¢alismada, Sprague-Dawley cinsi ratlara 150 mg/kg CP
uygulamasi ile Bowman boslugunun daraldigi ve bazi tiibiillerde hiyalin madde
biriktigi belirlenmistir. Bu ¢alismada ise, hiyalin madde birikimine rastlanmamakla
birlikte 6zellikle CP grubunda Bowman kapsiiliinde genislemeler oldugu goriilmistiir.
Saqgib ve ark.’nin (2019) yaptig1 ratlarda tek doz (i.p.) 200 mg/kg CP enjeksiyonu
sonras1 n-asetilsisteinin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢aligmada, histopatolojik
incelemelerde CP’nin bobrek dokularinda yaygin hemorajik odaklar olusturdugu
bulunmustur. Bu c¢alismada da buna benzer olarak CP verilen ratlarin bobrek
dokusunda hemoraji olduk¢a sik gozlemlenmistir. EI-Naggar ve ark., (2015)
tarafindan farelerde CP’nin neden oldugu toksisiteye karsi propolis'in olas1 koruyucu
etkilerini arastirmak amaci ile yapilan farkli bir ¢alismada; 100 mg/kg CP (i.p.) verilen
farelerde tiibiiller dejenerasyon, glomerullerde biiziilme ve tiibiil epitel hiicrelerinde
vakuolizasyon olustugu, iire ve kreatinin degerlerinin anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir. Bu bulgularin propolis takviyesi ile azaldigi ve renal korteks doku
goriintimiiniin  diizeldigi gozlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da daha 6nce
yapilan ¢aligma bulgularina benzer olup; CP uygulamasi ile birlikte antioksidan madde
verilen veya yalniz antioksidan madde verilen gruplarda sadece CP uygulanan gruba
kiyasla bobrek dokusundaki histopatolojik hasarlarin sayist ve ¢esidinin daha az
oldugu, biyokimyasal parametrelerin normal seviyelere daha yakin oldugu
gozlemlenmistir. Dolayistyla hem QUE hem HSP takviyesinin CP’nin neden oldugu
bobrek dokusundaki yikimlar azalttigi ve bobrek fonksiyonlarinin gdstergesi olan
biyokimyasal parametrelerin normal seviyesini korudugu goriilmiistiir. Bu beklenen

bir etki olup, bu aragtirmanin hipotezini desteklemektedir.

Siklofosfamid’in neden oldugu ROS artisi, organizmada oksidatif stresin
tetiklenmesine neden olmaktadir. Buna ek olarak oksidatif stresin; CP toksisitesi basta

olmak iizere kanser, bobrek hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar gibi birgok
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hastalikta rolii oldugu da bilinmektedir (Burton ve Jauniaux, 2011; De Sa Junior ve
ark., 2017; Liguori ve ark., 2018). Oksidatif stres durumunda MDA, siiperoksit, H-O>
gibi bir¢ok radikal rol oynamaktadir (Czerska ve ark., 2015; Tsang ve ark., 2014).
MDA artmis radikaller ve oksidan-antioksidan dengenin bozulumu sonucunda gelisen
lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak oldukca 6nemli bir belirte¢ olup, bu konuda
en ¢ok incelenilen parametreler arasinda yer almaktadir (Czerska ve ark., 2015).
Dokular ile kompleks halinde bulunabilmekte olan MDA, serbest radikal olusumun
bir {irtinii olarak sentezlenmektedir. Ayni zamanda doymamis yag asidi
peroksidasyonunun ana kaynagi olarak bilinmekte ve hiicre hasart durumlarinda
seviyesi artmaktadir (Tsang ve ark., 2014). CP’nin indiikledigi renal hasardan kaynakli
gelisen oksidatif stres sonucunda bobrek dokusunda MDA seviyesinin arttigi
gosterilmistir (Abraham ve Rabi, 2011; Ayhanci ve ark., 2016; Sentilkumar ve ark.,
2006). Diger taraftan oksidatif stresin baskilanmasi ve olas1 negatif etkilerinden
organizmanin korunmasi antioksidan maddeler tarafindan saglanmaktadir (Y oshikawa
ve Naito, 2002).

Antioksidan savunma; baslica antioksidan kapasitenin artirilmasi, serbest
radikal kaynaklarinin siipiiriilmesi ve antioksidanlarin disaridan alinmasini iceren
kompleks bir siiregtir (Naito ve ark., 2010). Antioksidanlar ig¢erisinde SOD, CAT,
GPx, GST gibi bir¢cok enzim, A, C, E gibi vitaminler, glutatyon ve a-lipoik asit gibi
maddeler ve sistemler bulunmaktadir. Bu antioksidanlar serbest radikallere dogrudan
tepki verebilme 6zelligine sahiptir. Serbest radikalleri yok etme 6zelliklerinden dolayi
radikal siipiiriicii antioksidanlar olarak da adlandirilmaktadirlar (Naito ve ark., 2010;
Stoia ve Oancea, 2022).

SOD, siiperoksit radikalinin H202’ye katalize edilmesinin dismutasyonunu
saglayan metalloprotein grubu bir enzimdir (Salehi ve ark., 2018). SOD’nin baslica
gorevi, hiicrelerin sitozol, endoplazmik retikulum ve mitokondrisinde iiretilen, O2’nin
H20.’ye katalize edilmesini saglamaktadir. Ancak, H2O2’nin de hiicreler igin toksik
etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, pro-oksidan etkiye sahip olan SOD ile birlikte
CAT, GPx ve GST gibi enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Carillon ve ark., 2013).
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GPx ve CAT, H20’yi temizleyen sistemlerdir. Bunlardan GPx, GSH
kullanarak H2O2 ve GSH’yi, oksitlenmis glutatyon ve suya doniistiirmekle gorevlidir
(Ighodaro ve Akinloye, 2018). CAT, GPx ile birlikte H202’yi molekiiler oksijen ve
suya g¢evirmektedir (Irato ve Santovito, 2018). CAT enzimi hiicrelerin daha ¢ok

peroksizom organelinde bulunmaktadir (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

GST; karaciger, bobrek ve diger dokular1 kimyasallarla indiikklenmis
zararlardan koruyan ve hiicre detoksifikasyonda gorev alan ¢ok 6nemli antioksidan bir
enzimdir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinin aldehit seklinde eliminasyonunda
direkt gorevlidir (Salehi ve ark., 2018). GST’nin bobreklerin distal ve proksimal
tibiillerinde yer alan epitelyum hiicrelerinde ¢ok miktarda bulundugu, bundan dolay1
renal hasarlarin degerlendirilmesinde uzun yillardir kullanilan protein belirtegleri

arasinda yer aldig: bildirilmektedir (Gullner ve ark., 2018).

Yapilan bu c¢alismada, CP’nin ratlarda MDA seviyesini anlamli olarak
arttirdigi, SOD, CAT, GPx ve GST antioksidan enzimlerin miktarini ise anlamli olarak
azalttigr bulunmustur (Cizelge 3.4). CP ile birlikte QUE ve HSP takviyesi yapilan
gruplarda CP grubuna kiyasla; SOD ve GST enzim miktarlarinda anlamli bir farklilik
bulunmazken, CAT ve GPx enzim miktarlarinda ve MDA seviyesinde anlaml
farkliliklar oldugu bulunmustur (Cizelge 3.4). Sadece antioksidan takviyesi verilen
gruplarda CP grubu ile karsilagtirildiginda antioksidan enzim miktarlarinin daha
yiiksek, MDA seviyesinin ise daha diisiik oldugu bulunmustur (Cizelge 3.4). Bu durum
CP uygulamas: ile birlikte QUE veya HSP (her ikisinin de ayr1 ayr1) takviyesinin
CP’nin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltmada etkili oldugu sonucuna
ulastirmaktadir. MDA seviyesinde goriilen artisin; CP’nin neden oldugu ROS artis1 ve
artan lipit peroksidayonunundan kaynaklanan hiicre hasarindan dolayr oldugu
ongorilmiistir. SOD enzim miktarindaki disiikliik; CP’nin SOD enzimindeki
iyonlarin yerine gegmesine baglanmistir. CAT enzim diizeyindeki azalmanin ise; CP
uygulamasi sonucunda artan lipid peroksidasyonundan kaynaklandigi diigiiniilmistiir.
GPx enzim miktarindaki azalmanin nedeni GPx’in aktif merkezinde yer alan Se ile CP
ve onun metabolik konjugatlarmin yer degistirmesi sonucudur. GST enzim diizeyinde

goriilen azalmanin CP’nin GST yapisinda bulunan siilfidril gruplarim etkileyerek,
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enzimin —SH grubuna baglanmalarindan kaynaklanabilecegi ongorilmiistiir. Fouad ve
ark., (2021) ayn1 doz ve yontemle CP uygulanan farelerde 10 giin siire ile 100 ve 200
mg/kg HSP takviyesinin MDA seviyelerinde anlamli azalmalara neden oldugu ve bu
azalmanin en fazla, yiiksek doz HSP takviyesi verilen grupta oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alismanin sonuglarina benzer sonuglar bulan baska bir ¢alismada, akrilamid’in
neden oldugu bobrek dokusu hasarina 4 ay siire ile HSP (50 mg/kg) takviyesinin
etkileri degerlendirilmistir. Calisma sonunda HSP verilen grupta MDA, iire ve kreatin
seviyesinin anlamli olarak daha diisiik; SOD, CAT, GPx ve glutatyon miktarinin ise
daha yiiksek oldugu bulunmustur (Hamdy ve ark., 2017). Yine yapilan bagka bir
caligmada, sisplatin verilen ratlarda 10 giin siire ile 50 ve 100 mg/kg HSP takviyesinin
bobrek dokusu ve oksidatif stres parametreleri iizerine etkileri incelenmistir.
Calismada ozellikle 100 mg/kg HSP takviyesinin sisplatin  grubu ile
karsilastirildiginda, MDA seviyesi ve bobrek hasar skorunun diisiikk oldugu; SOD,
CAT ve glutatyon miktarlarinin ise yliksek oldugu goriilmiistiir. Benzer etkilerin diisiik
doz HSP takviyesinde de oldugu fakat yiiksek doz HSP’nin etkilerinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha belirgin oldugu goriilmektedir. Ayrica histopatolojik
incelemelerde HSP takviyesi verilen gruplarda sisplatin grubuna gore tiibiiller hasar,
inflamatuvar hiicre birikimi ve nekrotik hasar gelisiminin daha az oldugu belirtilmistir

(Kumar ve ark., 2017).

Ratlarda QUE takviyesinin CP’nin neden oldugu bobrek hasarindaki etkilerini
incelemek amaciyla yapilan bir ¢calismada, 3 haftada bir siklikta 27 mg/kg (i.p.) CP
enjekte edilen ratlara 10 hafta siiresince oral gavaj yontemi ile 10 mg/kg QUE
takviyesi verilmistir. Calisma sonunda; QUE takviyesi verilen ratlarda MDA
seviyesinin anlamli olarak daha diisiik oldugu bulunmustur (Kocahan ve ark., 2017).
Fakat yapilan bu g¢alismadan farkli olarak; QUE+CP grubunun MDA seviyesinin
sadece QUE verilen gruptan anlamli olarak daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu
calismada ise QUE+CP grubunun QUE grubuna goére; HSP+CP grubunun HSP
grubuna gore MDA seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha yiiksek
oldugu bulunmustur (Cizelge 3.4). Yine ayn1 ¢alismada bu ¢alismanin sonuglarindan
farkli olarak; SOD, CAT ve GPx enzim seviyelerinin QUE takviyesi verilen gruplarda
CP uygulanan gruba gore daha diisiik oldugu bulunmus fakat bu farkin gruplar
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arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi belirtilmistir (Kocahan ve ark.,
2017). Yapilan bu ¢alismada ise, QUE ve HSP takviyesi verilen gruplarin CP grubuna
gore antioksidan enzim seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu gortlmistir (Cizelge 3.4). Belirtilen ¢alismada elde edilen sonuglarin bu
calismanin sonuglarindan farkli olmasinin nedeni, kullanilan antioksidan madde ve
ilacin uygulama siiresi ve doz miktarindaki farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi

distiniilmektedir.

Ratlarda karbon tetraklorid’in beyin dokusunda olusturdugu hasar iizerindeki
koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile yapilan bir ¢alismada bu ¢aligsma ile
ayni doz (100 mg/kg) QUE verilmis, kullanilan oksidan madde ve ¢aligilan doku farkli
olsa da; QUE’nin koruyucu etkileri benzerdir. Sonugta QUE takviyesi verilen grubun
lipit peroksidasyon diizeyi ve buna bagli olarak MDA seviyesinin anlamli olarak daha
diisiik, SOD, CAT ve rediikte glutatyon miktarlarinin ise anlamli olarak daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayn1 etkilerin yalniz QUE verilen grup degil, QUE+karbon
tetraklorid grubunda da goriildiigi bildirilmistir (Zargar ve Wani, 2021). Bu ¢alismada
da CP grubu ile karsilastirildiginda, yalniz QUE verilen grupla degil QUE+CP verilen
gruplar arasinda CAT ve GPx enzimleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik oldugu bulunmustur. Ratlarda kadminyum (Cd)’un testis dokusu
tizerinde neden oldugu oksidatif hasara kars1 4 hafta siiresince oral gavaj ile 50 mg/kg
QUE takviyesi verilmesinin etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, Cd ile birlikte
QUE takviyesi verilen grupta yalniz Cd verilen gruba kiyasla SOD, CAT ve GPx
enzim seviyelerinin anlamli olarak daha yiiksek, MDA seviyesinin daha diisiik oldugu
bulunmustur (Wang ve ark., 2020). Her ne kadar farkli doku ve toksik madde ile
calisilmis olsa da, QUE takviyesinin artan oksidatif hasar1 6nledigi ve doku hasarlarini

azalttigina yonelik bulgular bu ¢alismanin bulgularini destekler niteliktedir.

Oksidatif stres parametreleri ve biyokimyasal belirteglerin yani sira; deney
sliresi boyunca ratlarin serum AKG seviyesi (mg/dL) ve viicut agirliklari (g) 6lgtilmiis,
yem tiiketim miktarlar1 (g/gilin), enerji alimlar1 (kkal/giin) ve bobrek agirliklart (Q)
kaydedilmigtir. Ratlarin agirlik Ol¢limleri deneye baslamadan hemen Onceki giin
(0.giin), 2. 6l¢iim deneyin ortasinda (8.gilin) ve son dl¢lim deneyin son giinii (15. giin)
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olacak sekilde 3 defa dl¢iilmiistiir. Gruplar arasinda agirlik 6l¢timleri agisindan anlamli
farklilik bulunmazken (p>0.05), tiim gruplarin kendi i¢indeki tekrarli agirlik 6lgtimleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu bulunmustur (p<0.05)
(Cizelge 3.1). Tiim gruplarda 2. 6l¢timde viicut agirhginda azalma, 3. dlgliimde ise artis
egiliminde oldugu gorilmistir (Sekil 3.1). Bunun nedeninin; intragastrik gavaj
yonteminin ratlarda strese neden olmasi ve buna bagl olarak tim gruplarda agirlik
kayiplarinin yasandigi distiniilmektedir. Sekizinci giinden sonra ise oral gavaj
yontemine adaptasyon gelistirdikleri ve bu nedenle agirlik kayiplarinin durdugu hatta
pozitif agirlik degisimlerinin kaydedildigi fakat yine de ratlarin baslangi¢ agirliklarinin

tizerine ¢ikamadiklar1 goriilmistir (Sekil 3.1).

Hamdy ve ark.’nin (2017) yaptig1 calismada, oral gavaj yontemi ile 4 ay
boyunca HSP (50 mg/kg) takviyesinin verildigi ratlarda ¢alisma sonunda, baslangicina
gore agirlik artiglart meydana geldigi, bunun en fazla HSP verilen grupta, sonra
akrilamid+HSP verilen grupta, en az ise akrilamid verilen grupta oldugu belirtilmistir.
Yukarida belirtilen ¢alismada siirenin bu ¢aligsma siiresine gore olduk¢a uzun olmasi,
ratlarin gavaj yontemine adapte olmalarina ve dolayisiyla agirlik artisina yol actig
diisiiniilmektedir. Buna benzer olarak bir diger ¢alismada, sisplatin verilen ratlarda 10
giin stire ile 50 ve 100 mg/kg HSP takviyesinin ratlarin viicut agirliklarinda anlamli
artiglara, bobrek agirliklarinda ise azalmalara neden oldugu bulunmustur (Kumar ve
ark., 2017). Yapilan bu caligmada ratlarin viicut agirligi ve bobrek agirliklar:
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05) (Cizelge
3.1 ve Cizelge 3.2). Diger bir ¢alismada, Cd uygulanan ratlara kiyasla 4 hafta siiresince
oral gavaj yontemi ile 50 mg/kg QUE takviyesi verilen ratlarin viicut agirliklarinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugu ve bu farkin 3 ile 4. haftalarda pik yaptigi
belirtilmistir (Wang ve ark., 2020). Yapilan bu caligmada gruplar arasinda viicut
agirliklart bakimindan istatistiksel bir farklilik goriilememesinin nedeni deney
stiresinin 2 hafta ile sinirli olmas1 ve deneyde kullanilan toksik ajanin farkli olmasi

durumundan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Siklofosfamid maruziyetinin, yenilenemeyen B-hiicrelerinin genis ¢apta yikimi

nedeni ile diyabeti indiikledigi ve bunun sonucunda hiperglisemiye neden oldugu
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bildirilmistir (Wang ve ark., 2002; Reddy ve Ross, 2003). CP kaynakli olan B-hiicre
yikimi ve gelisen diyabetin, adacik i¢i makrofajlar tarafindan belirli proinflamatuar
sitokinlerin (TNFa ve IL-1p) iiretiminin indiiklenmesi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Reddy ve ark., 2002). Calismamizda ratlarin serum AKG seviyesi 6l¢timleri deneye
baslamadan hemen 6nceki giin (0.giin), deneyin 8.giiniinde ve deneyin son giinlinde
(15. gilin) olacak sekilde 3 defa yapilarak kaydedilmistir. HSP grubu disindaki tiim
gruplarin kendi iclerindeki tekrarli 6lgiimleri arasinda anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.05) (Cizelge 3.1). Tekrarli olgiimlere bakildiginda; QUE ve HSP verilen
gruplarin AKG seviyesinin her 6l¢iimde diistiigii, diger gruplardaysa ikinci 6lglimde
distigii son ol¢iimde yeniden yiikseldigi gorilmiistiir (Sekil 3.2). Serum AKG
seviyesinin 15.giin 6lgtimlerine bakildiginda en diisiik kontrol grubunda, en yiiksek ise
CP ile onu takiben QUE+CP ve HSP+CP gruplarinda oldugu goriilmektedir (Sekil
3.2). Ug 6l¢iimiin ortalamalarina gére QUE+CP grubunda AKG seviyesi en yiiksek,
kontrol grubunda en diisiktiir (Cizelge 3.1). Bu konuyla ilgili olarak yapilan bir
calismada; 200 mg/kg (i.p.) CP enjekte edilen Wistar cinsi erkek ratlara 12 giin siire
ile timokinon (10 mg/kg/giin) takviyesi verilmistir. CP verilen ratlarin AKG seviyeleri
anlamli olarak daha yiiksek bulunmusken, antioksidan takviyesinin ratlarda AKG
seviyelerini diizenledigi bulunmustur (Alenzi ve ark., 2010). Literatiir ¢alismalarina
uygun olarak bu c¢alismada da; CP maruziyeti ratlarda hiperglisemi gelisimini
tetiklemis, QUE ve HSP takviyelerinin kan seker regiilasyonunun saglanmasinda rolii

oldugu tespit edilmistir.

Tim bu literatir bilgileri 1s18inda; ratlarda CP uygulamasi ile bobrek
fonksiyonlar1 tiizerine QUE ve HSP’nin etkilerini tek bir ¢alismada ele alan bu
aragtirmanin  sonuglarinin literatiirdeki diger c¢alisma bulgular1 ile  paralellik
gosterdigi; bobrek fonksiyonlari, beslenme ve biyokimyasal parametreler, oksidatif
stres parametreleri iizerine, alternatif tipta yaygin olarak kullanilan, antioksidan,
antiinflamatuar, antikarsinojenik antiapoptotik, antiosteoporosis, antiiilser gibi pek
cok biyolojik etkilere sahip QUE ve HSP takviyelerinin hem oksidatif stres
parametreleri hem biyokimyasal belirtecler hem de bdbrek histolojisi {lizerinde
protektif etkileri oldugu tespit edilmis olup, ¢alismanin bu baglamda literatiire katki

saglamasi beklenmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ratlarda CP ile indiiklenen nefrotoksisitede oksidatif stres ve bobrek hasarina
kars1 QUE ve HSP’in etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan bu tez ¢alismasindan
elde edilen bulgular dogrultusunda; CP uygulamasinin rat bobreklerindeki
biyokimyasal parametreler; serum {ire, iirik asit, kreatinin, BUN ve total protein
seviyelerini yiikselttigi ve enzimatik savunma hattini olusturan antioksidan enzimlerin

(SOD, CAT, GPx ve GST) aktivitelerini diisiirdiigti gosterilmistir.

CP maruziyetinin bobrek dokusu tizerinde ciddi patolojik bulgular gelistirdigi
bu nedenle nefrotoksik bir ajan oldugu, ayrica lipid peroksidasyonu tiriinii olan MDA
miktarini arttirdig1 tespit edilmistir. Calismada 15 giin siire ile 100 mg/kg/gilin dozunda
QUE ve HSP takviyesinin, CP maruziyetinden kaynakli olusan serum iire, irik asit,
kreatinin, BUN ve total protein seviyelerindeki artis1 6nledigi, SOD, CAT, GPx ve
GST aktivitelerini artirdigi ve bobrek dokusundaki patolojik bulgularda diizelmeler
saglayarak nefrotoksisiteyi azalttiklar1 gézlemlenmistir. Bu nedenle hem CP’nin hem
de CP’nin dahil oldugu kemoterapik ajanlar sinifinin diger tiirevlerinin oksidatif stres
ve bobrek dokusu hasarindaki etkileri goz 6ntinde bulundurularak, bu grup ajanlarin
kullanildig1 hastalarda oksidatif stres ve nefrotoksisite gibi organ toksisitelerine karsi
QUE ve HSP basta olmak tiizere antioksidan takviyelerinin faydali olabilecegi fakat
daha Onemlisinin  ozellikle kanser hastaligi teshisi konulmadan Once bu
antioksidanlardan zengin bir diyet Oriintiisiiniin  olusturulmas1  gerektigi

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda deney hayvanlarinda CP maruziyetinin neden oldugu
oksidatif stres, bobrek dokusu hasarlar1 ve biyokimyasal parametrelerdeki anormallik
tablosunun akut donem antioksidan takviyesi ile olumlu yonde ¢evrilmesinin klinikte
CP uygulanan hastalarda siklikla goriilen yan etkiler ve kullanim dozundaki
kisitlamalara yonelik umut verici bir ¢éziim olabilecegi diisliniilmektedir. Hem

tilkemizde hem diinyada CP en ¢ok kullanilan kemoterapik ajan olup, bu ¢alisma
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sonuglarinin da genis bir yelpazede degerlendirilmesi muhtemeldir. Klinikte 6zellikle
yiiksek doz CP kullanilmasi gereken durumlarda hastalarin tibbi beslenme tedavisinde;
kisiye 6zel diyete bagli olarak QUE ve HSP antioksidanlarin dahil oldugu flavonoidler
smifindan zengin igerige sahip olan elma, iiziim, kiraz, ¢ilek, yaban mersini,
bogiirtlen, turunggiller, sogan, pirasa, brokoli, lahana basta olmak iizere taze meyve ve
sebzelerin, findik, karabugday gibi besinlerin tiikketimini artirmak Onerilebilir, daha
sonrasinda ise hekim kontroliinde bunlara ek antioksidan takviyeler ile organizmada
artan oksidanlarin zararlari1i minimize etmek ve toksik etkilerini azaltmak

gerekmektedir.

QUE ve HSP’nin CP’nin tetikledigi serbest radikal toksisitesi tizerine olan
koruyucu etkilerinden dolayi, hem bu antioksidan maddelerden zengin besinleri
igermesi hem de saglikli beslenme aligkanliklarinin olusturulmasi ve sirdirilebilir bir
diyet olmas1 bakimindan saglikli bireylerde oldugu gibi, CP maruziyeti olan bireylerde

de 6nerilebilecek en uygun diyet oriintiistiniin Akdeniz diyeti oldugu diistiniilmektedir.

Ayrica bu caligmada yasanilan bazi kisitliklar bulunmakta olup hem bu

kisitliklar hem de bunlara yonelik Oneriler asagida verilmistir:

e QUE ve HSP takviyesinin CP’nin tetikledigi serbest radikal toksisitesi
ve doku hasar1 tizerine olan etkilerinin daha net anlasilabilmesi i¢in

daha uzun siireli caligmalar planlanmasi gerektigi diistiniilmektedir.

e (Caligmanin kimyasal madde ve diger kullanilan malzemelerin temin
stirecinin pandemi donemine denk gelmesi hem ekonomik kosullar hem
de kur farki olmasi sonucunda bazi sikintilarla karsilagsilmasina neden
olmustur. Daha sonrasinda yapilacak calismalarda bu durumun goéz

onilinde bulundurularak arastirma planinin yapilmasi onerilir.
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Bu ¢alismanin biitgesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi biitcesi ve
arastirmacinin  kendi imkanlar1 ile karsilanmistir. Farkli projelere
basvurularda bulunulmus fakat onay alinamamistir. Bu nedenle ¢aligma
biitgesinin kisitli olmast sonucunda deney protokolii bu sekilde
yapilmis fakat bu g¢alismanin bir adim daha ileriye alinmasi i¢in
metodolojik olarak ilagla ayn1 anda, daha once ve daha sonra
antioksidan takviyesi yapilarak ya da deneysel kanser olusturulmus
ratlarda ayni deney protokolii uygulanarak sonuglarin karsilagtirilmasi

ve daha net 6nerilerde bulunulmasinin 6nemli olacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismada ratlarin diyetlerine miidahale edilmeyerek standart rat
yemi 1ile beslenilmistir. Bu c¢alismanin sonuglarinin insanlara
uyarlanabilmesinde; bireylerin diyetlerinin farkli olmasi, besin 6gesi-
ilag etkilesimi, besin Ogesi-besin oOgesi etkilesimlerinin olmasi
durumlan kargimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismanin sonuglari
dogrultusunda insanlarda genel bir Oneri yapilmasi yerine bireysel
farklhiliklar g6z Oniinde bulundurularak kisiye ©6zel beslenme
programlarinin olusturulmasi ve Onerilerin de bireye 6zgli yapilmasi

Onem arz etmektedir.
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OZET

Ratlarda Siklofosfamid ile Indiiklenen Nefrotoksisitede Oksidatif Stres ve Bobrek
Hasarina Karsi Quercetin ve Hesperidin’in Etkilerinin Incelenmesi

Siklofosfamid (CP) kemoterapide ¢ok yaygin olarak kullanilan giiglii bir ajandir.
CP’nin ciddi yan etkilerinden nefrotoksisite tizerine flavonoidlerin olumlu etkilerinin
olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu ¢alismada, ratlarda CP ile indiiklenen nefrotoksisitede
oksidatif stres ve bobrek hasarina karsi Quercetin (QUE) ve Hesperidin (HSP)’in olasi
koruyucu etkilerinin arastirtlmas1 amaglanmustir.

Deneyde 36 adet Wistar cinsi erkek rat 15 giin intragastrik yontemle QUE (100
mg/kg/giin) ve HSP (100 mg/kg/giin) takviyesi verilmis, 15. giin tek doz (i.p.) CP (200
mg/kg/glin) uygulandiktan sonra sakrifiye edilmistir. Uygulama siiresince yem tiiketim
miktarlar1 gilinliik olarak, viicut agirliklar1 ve aglik kan glukoz seviyesi ii¢ defa dlciilerek
kaydedilmistir. Uygulamalarin sonunda ratlardan intrakardiyak yontemle alman kan
orneklerinden serum fire, iirik asit, kreatinin, kan iire azotu (BUN), albiimin ve total protein
uygun ticari kitler kullanilarak analiz edilmistir. Deney sonunda bobrek dokusu kesitleri
histopatolojik degisiklikler agisindan 151k mikroskobu ile incelenmis ve bu dokudaki
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-
transferaz (GST) enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) diizeyleri analiz edilmistir.
Aragtirma sonucunda elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS
programi kullanilmigtir.

CP uygulamasinin rat bobreklerindeki biyokimyasal parametreler; serum tire, tirik asit,
kreatinin, BUN ve total protein seviyelerini yiikselttigi (p<0.05) ve enzimatik savunma hattini
olusturan antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GPx ve GST) aktivitelerini diisiirdiigii (p<0.05)
gosterilmistir. CP maruziyetinin bobrek dokusu iizerinde ciddi patolojik bulgular gelistirdigi
bu nedenle nefrotoksik bir ajan oldugu, ayrica lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA miktarini
arttirdig1 tespit edilmistir (p:0.001). QUE ve HSP takviyelerinin CP maruziyetinden kaynakl
olusan serum iire, iirik asit, kreatinin, BUN ve total protein seviyelerindeki artig1 onledigi
(p<0.05), SOD, CAT, GPx ve GST aktivitelerini artirdig1 (p<0.05) ve bobrek dokusundaki
patolojik bulgularda diizelmeler saglayarak nefrotoksisiteyi azalttiklar1 gdzlemlenmistir.

Sonug olarak CP’nin oksidatif stres ve bobrek dokusu hasarindaki etkileri g6z 6ntinde
bulundurularak, bu etken maddeyi igeren ilacin kullanildigi hastalarda oksidatif stres ve
nefrotoksisite gibi organ toksisitelerine kars1 QUE ve HSP basta olmak {iizere
antioksidanlardan zengin beslenme aligkanliklarmin olusturulmas1 ve gerekli oldugu
durumlarda hekim kontroliinde takviyelerin yararli olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Hesperidin, Nefrotoksisite, Oksidatif Stres, Quercetin, Siklofosfamid
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Quercetin and Hesperidin on Oxidative Stress and Kidney
Damage on Cyclophosphamide-Induced Nephrotoxicity in Rats

Cyclophosphamide (CP) is a potent agent that is widely used in chemotherapy. It is
thought that flavonoids may have positive effects on nephrotoxicity, one of the serious side
effects of CP. In this study, it was aimed to investigate the possible protective effects of
Quercetin (QUE) and Hesperidin (HSP) against oxidative stress and kidney damage in CP-
induced nephrotoxicity in rats.

In the experiment, 36 Wistar male rats were given QUE (100 mg/kg/day) and HSP
(100 mg/kg/day) supplementation by intragastric method for 15 days. It was sacrificed after a
single dose (i.p.) CP (200 mg/kg/day) was administered on the 15th day. During the
application, the amount of feed consumption was recorded daily, body weights and fasting
blood glucose levels were measured three times. At the end of the experiment, serum urea,
uric acid, creatinine, blood urea nitrogen (BUN), albumin and total protein were measured
from the blood samples taken from the rats by intracardiac method using appropriate
commercial kits. When the experiment was completed, kidney tissue sections were examined
with a light microscope in terms of histopathological changes, and superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase (GST)
enzyme activities and malondialdehyde (MDA) levels in this tissue were examined. SPSS
program was used in the statistical evaluation of the findings obtained as a result of the
research.

It has been shown that CP injection increases the biochemical parameters: serum urea,
uric acid, creatinine, BUN and total protein levels in the rat kidneys (p<0.05) and decreases
the activities of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx and GST) forming the enzymatic
defense line(p<0.05). It has been determined that CP exposure develops serious pathological
findings on kidney tissue, therefore it is a nephrotoxic agent and also increases the amount of
MDA, which is a product of lipid peroxidation (p:0.001). It has been observed that QUE and
HSP supplements prevent the increase in serum urea, uric acid, creatinine, BUN and total
protein levels caused by CP exposure (p<0.05), increase SOD, CAT, GPx and GST activities
(p<0.05), and reduce nephrotoxicity by improving pathological findings in kidney tissue.

As a result, considering the effects of CP on oxidative stress and renal tissue damage,
it is thought that it may be useful to establish dietary habits rich in antioxidants, especially
QUE and HSP, against oxidative stress and organ toxicities such as nephrotoxicity in patients
using drugs containing this active substance, and supplements under the control of a doctor
when necessary.

Keywords: Cyclophosphamide, Hesperidin, Nephrotoxicity, Oxidative Stress, Quercetin
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