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0z
Amag: Siklofosfamid (CYP), karaciger ve akciger gibi birgok organda toksisiteye neden olur. Pek ¢ok calismada bazi
antioksidanlarin CYP'nin yan etkilerine karsi koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Bu g¢alismada, kuersetinin

histolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak siganlarda CYP ile indiiklenen hepatotoksisite tizerindeki koruyucu
etkisinin arastirilmas1 amaglanmistir.

Yontemler: Otuz Sprague-Dawley erkek sican 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 7 gilin boyunca intragastrik olarak
misiryagi verildi. CYP grubuna 7 giin intragastrik olarak misir yagi verildi ve 7. glinde intraperitoneal olarak CYP (200
mg/kg) uygulandi. 7 giin boyunca Q50+CYP ve Q100+CYP gruplarina sirasiyla kuersetin verildi ve 7. giinde tek doz
CYP (200 mg/kg) uygulandi. Q100 grubuna giinde 100 mg/kg dozda kuersetin verildi. 8. giinde biyokimyasal ve
histopatolojik incelemeler i¢in kan érnekleri ve karaciger dokular1 alindi.

Bulgular: MDA seviyesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda CYP grubunda belirgin olarak yiiksek oldugunu ve
kuersetin uygulamasi ile azaldigini tespit ettik. SOD ve GSH diizeyleri CYP grubunda kontrol, Q50+CYP, Q100+CYP ve
Q100 gruplarina gore azalmisti. Histolojik analizlerde CYP grubunda siniisoidal dilatasyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve vaskiiler konjesyon gozlenirken, bu dejeneratif degisikliklerin kuersetin uygulamasi ile azaldig tespit
edildi. TUNEL yo6nteminde, CYP grubunda kontrol grubuna kiyasla fazla sayida TUNEL pozitif hepatosit tespit edildi.
Ayrica Bax ve Caspase-3 immunpozitivitesi agisindan CYP grubunda diger gruplara oranla imiinpozitiflik fazla iken,
Bcl-2 immunpozitivitesi CYP grubunda diger gruplardan daha dusiikti.

Sonug: Elde ettigimiz sonuclar, kuersetinin siklofosfamidle indiiklenen hepatotoksisite ilizerinde koruyucu etkiye
sahip oldugunu goéstermektedir.
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The Effects Of Quercetin On Cyclophosphamide Induced Hepatotoxicity In The Rats

Abstract

Objective: Cyclophosphamide (CYP) causes toxicity in many organs, as liver and lung. Several studies have shown that
some antioxidants have protective effects against CYP’ side effects. This study aimed to investigate the protective
effect of quercetin-Q on CYP-induced hepatotoxicity in rats using histological and biochemical methods.

Methods: Thirty Sprague-Dawley male rats were divided into 5 groups. Control group was given corn oil
intragastrically for 7 days. CYP group was given intragastric corn oil for 7 days and CYP (200 mg/kg) was
administered intraperitoneally on the 7th day. For 7 days, Q50+CYP and Q100+CYP groups were given quercetin and
single dose CYP (200 mg/kg) was administered on the 7th day. Q100 group was given quercetin 100 mg/kg dose per
day. On the 8th day, blood samples and liver tissues were taken for biochemical and histopathological examinations.

Results: When MDA level was compared with the control group, it was higher in the CYP group and decreased with
the administration of quercetin. SOD and GSH levels were lower in the CYP group compared to the other groups.
Histological analysis revealed that sinusoidal dilatation and mononuclear cell infiltration were observed in the CYP
group, and these degenerative changes were reduced by quercetin administration. In the TUNEL method, a large
number of TUNEL positive hepatocytes were detected in the CYP group. Bcl-2 immunopositivities were lower in the
CYP group, while Bax and Caspase-3 immunopositivities were higher in the CYP group than other groups.

Conclusion: Our results show that quercetin has protective effect on cyclophosphamide-induced hepatotoxicity.

Keywords: Cyclophosphamide, Quercetin, Liver, Hepatotoxicity

GIRIS Kanser kemoterapisinde bir én ila¢ olarak
kullanilan CYP, karacigerde sitokrom P450
enzim ailesinin tiyeleri olan CYP3A4 ve CYP2B6
enzimleri ile metabolize edilir. Metabolizasyon
isleminin sonunda akrolein ve fosfamid hardal
olarak adlandirilan sitotoksik metabolitler
olusur>11, Karacigerde olusan bu metabolitler
sistemik dolasimla farkli dokulara dagilarak
oksidatif stres kaynakli doku hasarina neden
olurlar213, Olusan bu oksidatif stresin, CYP ile
indiiklenen hepatotoksisitenin sebebi oldugunu
gosteren  calismalar da = mevcuttur!3-15,
Hiicrelerde lipid peroksidasyonunu baslatici bir
irin olarak tanimlanan akrolein, DNA’y1
alkilleyici bir ajan olarak hareket eder?®.
Akrolein, glutatyon stlfidril  gruplarinin
modifikasyonu ile hizli bir sekilde metabolize
edilir ve bu mekanizma sonucunda glutatyon
seviyesindeki azalma ile hiicresel oksidatif
stres artis1 meydana gelmis olur!’.

Diinya genelinde en 6liimciil hastaliklardan biri
olarak kabul edilen kanser hastaliginin
tedavisinde tercih edilen yol genellikle
kemoterapotik ilaglarin kullanimidir?.
Siklofosfamit de  (Cyclophosphamide-CYP)
neoplastik  ve  otoimmiin  hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan, alkilleyici
bir ajandir?3. Cesitli kanser tirlerinin
tedavisinde kullanilmasinin yani sira sistemik
lupus eritematozus, romatoid artrit ve multipl
skleroz gibi hastaliklarin tedavisinde de yogun
bir sekilde kullanilmaktadir®. CYP gibi
antikanserojenik ilaclar terapétik etkiye sahip
olmanin yani sira, normal dokular tizerinde de
toksik etki gostermektedir ve bu durum
kullanim alanlarini kisitlamaktadir24. CYP’nin
tedavi edici etkisinin disinda idrar kesesinde
akut inflamasyon, renal hasar5, kemik iligi
baskilanmasi, bulanti, kusma, urotoksisite,
kardiyotoksisite, immiinotoksisitel.¢ ve 6zellikle Son zamanlarda arastirmacilar, kemoterapi
de hepatotoksisite gibi pek cok yan etkisinin ilaglarinin antineoplastik etkilerini
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur?-10, engellemeden normal dokular {izerindeki yan

etkilerini en aza indirebilecek ve bagisiklig
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artiracak bitki kokenli bilesikler {izerinde
calismalar yapmaktadir!8. Cesitli ¢alismalarda
CYP ile indiklenen hasar uzerine bazi
antioksidanlarin etkileri rapor edilmistirl?-21,
Kemopreventif maddeler arasinda, antioksidan
ozelligi en c¢ok calisilanlar flavonoidlerdir.
Gugcli antioksidan 6zelligi bilinen bilesiklerden
birisi de kuersetindir. Kuersetin cesitli meyve
ve sebzelerde bolca bulunan antioksidan, anti-
inflamatuvar ve anti-kanser etkili
flavonoidlerden birisidir22.23,

Kuersetin, siiperoksit (0O2-) ve hidroksil (OH)
gibi serbest radikalleri temizler, ksantin
oksidaz ve lipid peroksidasyonunu engeller?4.
Bunlarin yanm1 sira anti-diabetik, anti-
inflamatuar ve immiin sistemi baskilama gibi
pek cok farmakolojik aktiviteye de sahiptir2>.
Yapilan calismalarda kanser hiicrelerinin
cogalmasini dnledigi2627, in vivo olarak da ilaca
bagh toksisite ve oksidatif stresi azaltici etki
gosterdigi tespit edilmistir2829,

Biz de tiim bu literatiir bilgileri dogrultusunda
ratlarda CYP ile olusturulan hepatotoksisite
lzerine kuersetinin etkilerini biyokimyasal ve
histopatolojik olarak géstermeyi hedefledik.

YONTEMLER

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ve
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Ayrica
calismamiz, Atatiirk Universitesi Rektorliigi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
2015/90 No'lu karart ile onaylanmis ve Atatiirk
Universitesi BAP birimi tarafindan 2015/62
No’lu Kapsamli Arastirma Projesi kapsaminda
desteklenmistir.

Deney Hayvanlari

Calismada, ortalama 250-300 gr agirhiginda, 10-
12 haftalik, yetiskin 30 adet Sprague Dawley
cinsi erkek rat kullanildi. Standart bakim ve
beslenme kosullarina tabi tutulan ratlar, her
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grupta 6 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi
ve gruplar asagida belirtildigi gibi olusturuldu:

Gruplar  Grup isimleri Hayvan sayisi
Grup 1 Kontrol Grubu 6
Grup 2 CYP Grubu 6
Grup 3 Q50+CYP Grubu 6
Grup 4 Q100+CYP Grubu 6
Grup 5 Q100 Grubu 6
Bu gruplardan kontrol grubuna deney

suresince (7 giin boyunca) gavaj yoluyla misir
yagl verildi. Grup 2’deki ratlara 7 giin boyunca
gavajla misir yag1 verildi ve deneyin 7. giini
misir yagl verildikten sonra tek doz CYP (200
mg/kg) uygulandi. Grup 3’teki sicanlara deney
suresince misir yaginda ¢6ziinmus haldeki
kuersetin gavaj yoluyla 50 mg/kg oraniyla
uygulandi ve 7. giin kuersetin uygulamasindan
sonra tek doz CYP (200 mg/kg) verildi. Grup
4’teki hayvanlara 7 giin boyunca gavajla misir
yaginda ¢Ozinmus haldeki kuersetin 100
mg/kg oraniyla uygulandi ve 7. glin kuersetin
uygulamasindan sonra tek doz CYP (200
mg/kg) uygulandi. Grup 5’e ise 7 giin boyunca
100 mg/kg oraninda kuersetin misir yaginda
cozduriilmiis sekilde gavajla verildi. Deneyin 8.
gini (CYP uygulamasindan 24 saat sonra) tiim
sicanlar tiopental sodyum (20 mg/kg) ile
anesteziye alindi ve servikal dislokasyon
metodu ile sakrifiye edildiler. Hayvanlardan
alinan karaciger dokularinin bir kismi
biyokimyasal analizler i¢in -80 °C dondurucuya
konuldu. Karaciger dokularinin bir bélimii ise
histopatolojik incelemeler icin formaldehit
icine alind1.

Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda sakrifiye edilen ratlardan
alinan karaciger dokularinda oksidan ve
antioksidan parametrelerden malondialdehit
(MDA, CAYMAN-10009055), superoksit
dismutaz (SOD, CAYMAN-706006) ve glutatyon
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(GSH, CAYMAN-703002)parametreleri
kitleri (Cayman Chemical

Elisa

Company, Ann Arbor, MI, USA) araciligiyla
analiz edildi.

Histopatolojik Analizler

Calismanin sonunda anestezi altinda sakrifiye
edilen sicanlardan alinan karaciger dokulari
histopatolojik ac¢idan degerlendirilmek {tizere
%10'luk noétral tamponlu formaldehit igine
konuldu. Doku ornekleri ksilol ve alkol
serilerinden gecirildikten sonra parafine
gomiildii. Parafin bloklar1 Leica RM2125RT
mikrotomu (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) ile 5 pm kalinliginda kesildi. Biitiin
gruplara ait kesitler histopatolojik
degerlendirmelerinin yapilabilmesi icin
Crossman’in modifiye uglii boyamas1 ile
boyandl. Immuno-histokimyasal incelemeler
icin de kesitlere anti-Caspase-3
(Abcam,ab13847), anti-Bcl-2
(Abcam,ab196495), anti-Bax (Abcam,ab53154)
ve TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit,
POD; 11684817910 Roche) metotlan
uygulandi. Tim boyamalara ait lamlarin 1s1k
mikroskobu altinda (Nikon Eclipse i50, Tokyo,

Japan) incelemesi yapilarak, Kkesitlerin
fotograflar cekildi.
Istatistiksel Analiz
Calismanin sonunda elde edilen degerler

istatistik veri programi yardimiyla ikiden fazla
bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde
kullanilan one-way ANOVA sonrasi Duncan
testi uygulanarak degerlendirildi. P<0.05 degeri
anlaml olarak kabul edildi.

BULGULAR
Biyokimyasal Bulgular

Karaciger dokusunda yapilan biyokimyasal
analizler sonuglarina gore CYP grubunda, SOD
ve GSH aktivitesinin kontrol grubundan distik
oldugu MDA seviyesinin ise yiiksek oldugu
belirlendi. Bu sonuglar istatistiksel olarak

44

anlamliydi. Q50+CYP grubunda ve Q100+CYP
gruplarinda SOD ve GSH seviyesi CYP grubuna
oranla artis gostermekteydi, ancak Q100+CYP
grubundaki artis istatistiksel acidan anlamliydi.
MDA seviyesi ise CYP grubuna oranla kuersetin
uygulanan gruplarda azalma gostermekle
birlikte Q100+CYP ve Q100 gruplarinda anlam
iceriyordu. Sonuglar Tablo 1'de belirtilmistir.

Tablo 1. Deney gruplarindan elde edilen SOD, GSH ve MDA enzim
seviyeleri

Gruplar SOD GSH MDA
Kontrol 23,74+0,762 12,75+1,443 1,730,322
CcYp 21,3241,31b 6,98+0,08° 2,1340,56°
Q50+CYP 22,7441,17° 7,56+1,51° 2,08+0,47°
Q100+CYP 26,07£1,39¢ 9,88+£1,38¢ 2,05+0,35¢
Q100 24,94+1,382 10,05+1,352 2,02+0,33¢
Ayni satirdaki harfler, degerler arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir. Ayni  harf ile gosterilen degerler arasinda
istatistiksel fark yoktur. istatistiksel analizler SPSS 17.0 programi
One-way Anova (Duncan Post-Hoc Test) metoduyla yapilmistir.
p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait Crossman’in modifiye ti¢lii
boyamas1 ile boyanan karaciger kesitleri
incelendiginde, dokunun normal bir histolojik
yapiya ve morfolojiye sahip oldugu gézlendi
(Sekil 1A). Ancak CYP grubuna ait karaciger
kesitlerinde sinlizoidal dilatasyon,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon tespit edildi (Sekil 1B). Gozlemlenen
bu yapisal hasarlar ise Q50+CYP grubunda
azalmis, Q100+CYP grubunda ise kontrol
grubuna yakin  bir histolojik  yapiya
dontismisti (Sekil 1C,D).

Apoptozisi gostermek icin yapilan TUNEL
boyamada, kontrol grubunda az sayida
hepatositin pozitif oldugu, CYP grubunda ise
ozellikle periasiner bolgede cok sayida pozitif
hiicrenin varhig1 tespit edildi (Sekil 1F,G).
Q50+CYP ve Q100+CYP gruplarinda ise
kuersetin miktarindaki artisa oranla daha fazla
diizelmenin oldugu, yani CYP grubuna oranla
daha az pozitif hiicre sayisinin oldugu gozlendi



(Sekil 1H,I). Q100 grubundaki immunpozitiflik
ise kontrol grubuna yakin diizeydeydi(Sekil 1J).

CROSSMAN UN

CONTROL

SRS . 4 i X

Sekil 1: A: Kontrol, B: CYP, C: Q50+CYP, D: Q100+CYP, E:
Q100 grubu siganlara ait karaciger kesitlerinin 151k mikroskobik
goriintiileri. ok basi: siniizoidal dilatasyon, yildiz: mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, Boya: Crossman’mn Uglii Boyamasi, Bar: 20
pm.

F: Kontrol, G: CYP, H: Q50+CYP, I: Q100+CYP, J: Q100 grubu
sicanlara ait karaciger kesitlerinde TUNEL yontemiyle apoptotik
hiicrelerin gosterilmesi. ok: apoptotik hiicreler. TUNEL metodu,
Bar: 20pm.
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Karaciger Kkesitlerine Caspase-3, Bax ve Bcl-2
antikorlar1 ile yapilan immunohistokimyasal
boyama sonuglarina gore; Caspase-3
immiinreaktivitesinin CYP grubunda kontrol
grubuna oranla olduk¢a arttigl, kuersetin
tedavisi uygulanan gruplarda ise kuersetindeki
doz artistna  bagh  olarak  Caspase-3
immiinpozitifliginin azaldig1 tespit edildi.
Negatif kontrol grubunda ise herhangi bir
boyanma saptanmadi (Sekil 2). Kesitlere
uygulanan Bax boyama sonuglar1 da Caspase-3

immiinreaktivite sonuclar1 ile paralellik
gostermekteydi  (Sekil 3). Anti-apoptotik
proteinler ailesinden olan Bcl-2
immiinpozitifligi bakimindan kesitler

degerlendirildiginde ise kontrol grubundaki
pozitif hiicre sayisinin basta CYP grubu olmak
lizere diger tim deney gruplarindan fazla
oldugu tespit edildi (Sekil 4).

TARTISMA

Kanser kemoterapisinde kullanilan, alkilleyici
bir ajan olan CYP’nin bir¢ok yan etkisi oldugu
bilinmektedir. Toksik etkiye sahip olmasi ise,
metabolitlerinden biri olan akrolein tiretimi ile
alakaldir3031,  Akrolein a, B-doymamis bir
aldehittir ve olduk¢a reaktif olan bu bilesik
lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
tanimlanir32. CYP tedavisi ile ortaya g¢ikan

hepatotoksisitenin nedeninin serbest
radikallerin asir1 iretimi ile indiiklenen
oksidatif stres oldugu bildirilmektedir33.

Viicutta antioksidanlar ve oksidanlar arasinda
var olan dengenin oksidan sistem lehine
bozulmasi sonucunda olusan oksidatif streste,
lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi ve
serbest radikallerin agiga ¢ikmasi sonucu
organizmada hiicresel hasar olusur.
Organizmada var olan antioksidan
mekanizmalar oksidatif strese karsi
organizmayl korumakta yetersiz kalirsa,
hiicrelerin fonksiyonlarinda aksamalar
meydana gelir34.



Sekil 2: A: Kontrol, B: Q100, C: Negatif Kontrol, D: CYP, E: Q50+CYP, F: Q100+CYP grubu siganlara ait karaciger
kesitlerinde Caspase-3 immiinpozitifligi. Bar: 20pum.

) [’ it a3 Q_

Sekil 3: A: Kontrol, B: Q100, C: Negatif Kontrol, D: CYP, E: Q50+CYP, F: Q100+CYP grubu siganlara ait karaciger
kesitlerinde Bax immiinpozitifligi. Bar: 20um.

’ CREA20MN: K e
YP, E: Q50+CYP, F: Q100+CYP
kesitlerinde Bcl-2 immiinpozitifligi. Bar: 20pm.
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Canli viicudunda olusan lipid peroksidasyonun,
dolayisiyla oksidatif stresin, en oOnemli
gostergelerinden biri malondialdehit
bilesiginin (MDA) olusumudur34-36, Akrolein ve
lipid peroksidasyonunun bir iirtini olan MDA,
cok reaktiftir ve proteinlerin aminoasitleriyle
etkilesime girerek enzimlerde hem yapisal hem
fonksiyonel degisikliklerin olusmasina neden
olur?, Cesitli ilaglara ve toksik bilesiklere karsi
hiicresel duyarliligin 6nemli bir gostergesi olan
glutatyon (GSH) miktarindaki artis ise bu toksik
bilesiklerin 6ldiirticii etkilerine karsi hiicrelerin
korunmasi i¢in gereklidir3’. Clinkii GSH serbest

radikallerin temizlenmesini saglayarak
hiicreleri oksidatif strese karsi korumada
onemli rol oynar38. Hiicrelerdeki GSH
seviyesindeki  azalmanin  farklh  hayvan

tirlerinde timor gelisimini tesvik edebilecegi
de bildirilmektedir3®. Antioksidan enzimlerden
biri olan SOD ise canlida var olan oksidan
antioksidan dengesinin devami igin gereklidir
ve hiicreleri serbest radikalleri temizlemek
suretiyle oksidatif stresten korumada hayati bir
oneme sahiptir40.

Cesitli meyve ve sebzelerde bulunan bir
flavonoid olan kuersetin bilesigi, oldukca
yararli bir antioksidandir. Bu bilesigin iskemi-
reperflizyon hasarinda siiperoksit siipiriici
oldugunu, bakteriyel lipopolisakkarid ile
indiklenen oksidatif strese, sekonder biliyer
siroza, spontan hipertansiyona karsi koruyucu
bir ozelligi oldugunu, anjiogenezisi,
karsinogenezisi ve portal hipertansif
gastropatiyi inhibe ettigini gosteren calismalar
mevcuttur4l. Ayrica kuersetinin karaciger
fibrozu ve kronik safra yollar1 tikanikhig1 gibi
cesitli hastaliklara karsi da terapotik bir
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir42.

Yapilan bir g¢alismada CYP uygulamasi
sonucunda MDA, hidrojen peroksit ve nitrit
seviyelerinde artisin, GSH seviyesinde ise
azalmanin oldugu tespit edilmistir. MDA,
hidrojen peroksit ve nitrit seviyelerindeki
artisin, GSH seviyesindeki azalmanin CYP ile
indiklenen oksidatif strese baglhh bir sonug
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oldugu bildirilmistir43. Yine aym sekilde CYP
uygulamasi ile farelerin karacigerinde SOD ve
GSH seviyelerinde azalma, MDA seviyesinde ise
artma tespit edilmistir**. Yaptigimiz calismada
biyokimyasal sonuclara goére sicanlara CYP
verilmesinin ardindan hayvanlardan alinan
doku orneklerinde kontrol grubuna kiyasla

MDA seviyesinde artisin, GSH ve SOD
seviyelerinde ise azalmanin oldugu goruldi.
MDA seviyesinde artma, GSH ve SOD
seviyelerinde azalma hiicresel hasara neden
olan serbest radikallere karsi hiicresel
savunmayl  azaltmaktadir.  Dolayis1 ile

calismamizda CYP grubunda kontrol grubuna
kiyasla SOD ve GSH seviyelerinin azalmasi,
MDA seviyesinin artmasi literatiir bilgisiyle
uyumludur. CYP uygulamasinin neden oldugu
hiicresel hasar1 tamir etmesi beklenen
kuersetin verilen gruplarda ise CYP grubuna
kiyasla MDA seviyesinde azalma, GSH ve SOD
seviyelerinde artma oldugu tespit edildi. Bu
durum da kuersetin bilesiginin glg¢li bir
antioksidan o0zellige sahip oldugunu ortaya
koymaktadir.

Oksidatif stres sonuglarini takiben, karaciger

dokusunda histopatolojik ve
immunohistokimyasal degerlendirmelere
gecildi. Bunun icin dokulara uygulanan

Crossman’in modifiye Ug¢lii boyamasi ile genel
histolojik degerlendirme yapildi. Yapilan bir
calismada CYP tedavisi uygulanan ratlarin
karacigerinde periportal inflamasyon, kanama
ve konjesyon gibi patolojik degisiklikler tespit
edilmistir. Bu patolojik degisikliklerin CYP'nin
serbest radikal olusumunu indiikleme ve
antioksidan savunma sistemini yok etme
yetenegi ile iligkisi olabilecegi
distinilmiistiir3s.

Ayrica CYP'nin akut enflamatuar hiicre
infiltrasyonuna, kan damarlarinin tikanmasina,
fokal nekroz, piknozis ve karyoliz gibi hasarlara
neden oldugu da kanitlanmistir. Bunlara ek
olarak CYP wuygulamasinin hepatositlerde
dejenerasyona, yag birikimine, sitoplazmik
vakuolizasyona, deforme olmus safra kanallar
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etrafinda hiperproliferasyona, displaziye ve
cekirdek hasarina yol actigl da
gosterilmistir+>46, Biz de yapmis oldugumuz
Crossman’in modifiye ti¢clii boyamasi ile CYP
grubuna ait Kkesitlerde siniizoidal dilatasyon,
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon gibi degisiklikler tespit ettik. Gormiis
oldugumuz bu  degisiklikler literatiirle
uygunluk gostermekteydi. Kuersetin
uygulamasi ile de bu hasarlarda diizelme
oldugunu tespit ettik.

Caspase-3, Bax, Bcl-2 ve TUNEL boyamalari ile

de dokulardaki apoptozis ekspresyonu
degerlendirildi. Apoptozis olayinin baslica
diizenleyicileri pro-apoptotik proteinlerden

Bax, anti-apoptotik proteinlerden Bcl-2'dir.
Metotreksat (MTX) ile indiiklenmis olan
hepatotoksisite lizerine yapilan bir ¢alismada,
MTX’in dis mitokondri membraninda Bax
translokasyonuna neden oldugu, bu
durumunda mitokondriyal gecirgenlikte
dolayisiyla sitosole dogru sitokrom-c akisinda
artisa neden oldugu gosterilmistir4’. Bu
sonuclar hepatoselliiler apoptozis durumunda
Bax ve Caspase-3 ekspresyonlarinda artisin,
Bcl-2 ekspresyonunda ise azalmanin olacagini
gostermektedir4®49.  Yapilan  baska  bir
calismada CYP verilen sicanlara ait karaciger
kesitlerinde TUNEL pozitif hiicre sayisinin
kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi tespit
edilmistir. Bu hiicrelerin sayisindaki artisin,
CYP uygulamas ile artan serbest radikallerin
etkisiyle meydana gelen oksidatif DNA hasarina
bagh oldugu bildirilmistir>0. Biz de yapmis
oldugumuz c¢alismada CYP uygulayarak
hepatotoksisite olusturdugumuz CYP grubu
kesitlerinde kontrol grubuna kiyasla Bax ve
Caspase-3 ekspresyonlarinda artisin oldugunu,
Bcl-2 ekspresyonunda ise azalmanin oldugunu
gozlemledik. Yine CYP grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayisinda artmanin oldugunu tespit ettik.
Bu degisikliklerin kuersetin uygulamasi ile
kontrol grubuna yakin degerlere dondiiglinii de
gozlemledik.
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Sonu¢ olarak, mevcut c¢alismamizda CYP
tedavisinin oksidatif stresle sonuc¢landigini ve
karacigerdeki antioksidan sistemi bozdugunu,
kuersetin tedavisinin ise antioksidan savunma
sistemini  giiclendirerek  oksidatif stresin
etkilerini tersine cevirdigini tespit ettik.
Dolayisiyla kemoterapiyle birlikte kuersetin
verilmesinin  kemoterapotiklerin  karaciger
uzerindeki zararl etkilerini azaltabilecegini, bu
yluzden de birlikte kullanilmalarinin faydah
olabilecegini dusuinmekteyiz.

Cikar Catismasi1 Beyani: Yazarlar ¢ikar
catismasi olmadigini bildirmislerdir.
Finansal Destek: Bu c¢alisma Atatiirk

Universitesi BAP Yonetim Birimi tarafindan
2015/62 nolu proje ile desteklenmistir.

Declaration of Conflicting Interests: The
authors declare that they have no conflict of
interest.

Financial Disclosure: This work was
supported by Scientific Research Projects
Coordination Unit of Ataturk University. Project
number 2015/62.

KAYNAKLAR
1. Nafees S, Rashid S, Ali N, et al. Rutin ameliorates
cyclophosphamide induced oxidative stress and

inflammation in Wistar rats: role of NFkappaB/MAPK
pathway. Chem Biol Interact 2015; 231:98-107.

2. Abd El Tawab AM, Shahin NN, AbdelMohsen MM.
Protective effect of Satureja montana extract on
cyclophosphamide-induced testicular injury in rats.
Chem Biol Interact 2014; 224:196-205.

3. Xie R, Chen L, Wu H, et al. GnRH Antagonist Improves

Pubertal  Cyclophosphamide-Induced  Long-Term

Testicular Injury in Adult Rats. Int ] Endocrinol 2018;

2018:4272575.

Zarei M, Shivanandappa T. Amelioration of
cyclophosphamide-induced hepatotoxicity by the root
extract of Decalepis hamiltonii in mice. Food Chem
Toxicol2013; 57: 179-84.

5. Abraham P, Sugumar E. Increased glutathione levels
and activity of PON1 (phenyl acetate esterase) in the
liver of rats after a single dose of cyclophosphamide: A
defense mechanism? Experimental and Toxicologic
Pathology 2008; 59: 301-6.

4.



6. Bhattacharjee A, Basu A, Biswas ], et al. Nano-Se
attenuates cyclophosphamide-induced pulmonary
injury through modulation of oxidative stress and DNA
damage in Swiss albino mice. Mol Cell Biochem 2015;
405: 243-56.

7. Shulman HM, McDonald GB, Matthews D, et al. An
analysis of hepatic venocclusive disease and
centrilobular hepatic degeneration following bone
marrow transplantation. Gastroenterology 1980; 79:
1178-91.

8. Bacon AM, Rosenberg SA. Cyclophosphamide
hepatotoxicity in a patient with systemic lupus
erythematosus. Ann Intern Med 1982; 97: 62-3.

9. Snover DC, Weisdorf S, Bloomer ], et al. Nodular
regenerative hyperplasia of the liver following bone
marrow transplantation. Hepatology 1989; 9: 443-8.

10. Sherif 10. The effect of natural antioxidants in
cyclophosphamide-induced hepatotoxicity: Role of
Nrf2/HO-1 pathway. Int Immunopharmacol 2018;
61:29-36.

11. Sladek NE. Metabolism of cyclophosphamide by rat
hepatic microsomes. Cancer Res 1971; 31: 901-8.

12. Haque R, Bin-Hafeez B, Parvez S, et al. Aqueous
extract of walnut (Juglans regia L.) protects mice
against cyclophosphamide-induced biochemical
toxicity. Hum Exp Toxicol 2003; 22: 473-80.

13. Manda K, Bhatia AL. Prophylactic action of melatonin
against cyclophosphamide-induced oxidative stress in
mice. Cell Biol Toxicol 2003; 19: 367-72.

14. Stankiewicz A, Skrzydlewska E, Makiela M. Effects of
amifostine on liver oxidative stress caused by
cyclophosphamide administration to rats. Drug
Metabol Drug Interact 2002; 19:67-82.

15. Hamzeh M, Hosseinimehr SJ, Khalatbary AR, et al.
Atorvastatin  mitigates  cyclophosphamide-induced
hepatotoxicity via suppression of oxidative stress and
apoptosis in rat model. Res Pharm Sci 2018; 13: 440-9.

16. Horton ND, Mamiya BM, Kehrer JP. Relationships
between cell density, glutathione and proliferation of
A549 human lung adenocarcinoma cells treated with
acrolein. Toxicology 1997; 122: 111-22.

17. Mohammad MK, Avila D, Zhang ], et al. Acrolein
cytotoxicity in hepatocytes involves endoplasmic
reticulum stress, mitochondrial dysfunction and
oxidative stress. Toxicol Appl Pharmacol 2012; 265:73-
82.

18. Pratheeshkumar P, Kuttan G. Ameliorative action of
Vernonia cinerea L. on cyclophosphamide-induced
immunosuppression and oxidative stress in mice.
Inflammopharmacology 2010; 18:197-207.

19. Tripathi DN, Jena GB. Intervention of astaxanthin
against cyclophosphamide-induced oxidative stress
and DNA damage: a study in mice. Chem Biol Interact
2009; 180:398-406.

Dicle Tip Dergisi / Dicle Med ] (2019) 46 (1) : 41-50

20. Patra K, Bose S, Sarkar S, et al. Amelioration of
cyclophosphamide induced myelosuppression and
oxidative stress by cinnamic acid. Chem Biol Interact
2012; 195: 231-9.

21. Wei X, Su F, Su X, et al. Stereospecific antioxidant
effects of ginsenoside Rg3 on oxidative stress induced
by cyclophosphamide in mice. Fitoterapia 2012; 83:
636-42.

22. Gibellini L, Pinti M, Nasi M, et al. Quercetin and cancer
chemoprevention. Evid Based Complement Alternat
Med 2011; 2011:591356.

23. Chen KC, Hsu WH, Ho JY, et al. Flavonoids Luteolin
and Quercetin Inhibit RPS19 and contributes to
metastasis of cancer cells through c-Myc reduction. ]
Food Drug Anal 2018; 26: 1180-91.

24. Kahraman A, Erkasap N, Koken T, et al. The
antioxidative and antihistaminic properties of
quercetin in ethanol-induced gastric lesions. Toxicology
2003; 183: 133-42.

25. Olayinka ET, Ore A, Ola OS, et al. Protective effect of
quercetin on melphalan-induced oxidative stress and
impaired renal and hepatic functions in rat. Chemother
Res Pract 2014; 2014:936526.

26. Ong CS, Tran E, Nguyen TT, et al. Quercetin-induced
growth inhibition and cell death in nasopharyngeal
carcinoma cells are associated with increase in Bad and
hypophosphorylated  retinoblastoma  expressions.
Oncol Rep 2004; 11:727-33.

27. Seufi AM, Ibrahim SS, Elmaghraby TK, et al.
Preventive effect of the flavonoid, quercetin, on hepatic
cancer in rats via oxidant/antioxidant activity:
molecular and histological evidences. ] Exp Clin Cancer
Res 2009; 28:80.

28. Kumar Mishra §, Singh P, Rath SK. Protective effect of
quercetin on chloroquine-induced oxidative stress and
hepatotoxicity in mice. Malar Res Treat 2013;
2013:141734.

29. Dong YS, Wang JL, Feng DY, et al. Protective effect of
quercetin against oxidative stress and brain edema in
an experimental rat model of subarachnoid
hemorrhage. Int ] Med Sci 2014; 11: 282-90.

30. Tripathi DN, Jena GB. Astaxanthin intervention
ameliorates  cyclophosphamide-induced oxidative
stress, DNA damage and early hepatocarcinogenesis in
rat: role of Nrf2, p53, p38 and phase-Il enzymes. Mutat
Res 2010; 696:69-80.

31. Habibi E, Shokrzadeh M, Ahmadi A, et al
Pulmonoprotective Action of Zataria multiflora
Ethanolic Extract on Cyclophosphamide-Induced

Oxidative Lung Toxicity in Mice. Chin ] Integr Med
2018.

32. Kehrer JP, Biswal SS. The molecular effects of
acrolein. Toxicol Sci 2000; 57:6-15.



Gedikli S., Sengiil E.

33. Oyagbemi AA, Omobowale OT, Asenuga ER, et al.
Cyclophosphamide-induced Hepatotoxicity in Wistar
Rats: The Modulatory Role of Gallic Acid as a Hepato-
protective and Chemopreventive Phytochemical. Int ]
Prev Med 2016; 7:51.

34. Tabakoglu E DR. Veteriner Hekimlikte Oksidatif Stres
ve Bazi Onemli Hastaliklarda Oksidatif Stresin Etkileri.
AVKAE Derg 2013; 3:69-75.

35. Cavdaroglu BK, N. Baskol, G. Demir, H.
Postmenopozal osteoporozlu hastalarda proteinler ve
lipidlerdeki oksidatif stresin degerlendirilmesi. Dicle
Tip Dergisi 2014; 41:71-77.

36. Guo TZ, Wei T, Huang TT, et al. Oxidative Stress
Contributes to Fracture/Cast-Induced Inflammation
and Pain in a Rat Model of Complex Regional Pain
Syndrome. ] Pain 2018; 19: 1147-56.

37.SheweitaSA. Drug-metabolizingenzymes: mechanisms
and functions. Curr Drug Metab 2000; 1: 107-32.

38. Townsend DM, Tew KD, Tapiero H. The importance of
glutathione in human disease. Biomed Pharmacother
2003; 57: 145-55.

39. Murray GI, Burke MD, Ewen SW. Glutathione
localisation in benign and malignant human breast
lesions. Br ] Cancer 1987; 55: 605-9.

40. Cui H, Li T, Wang L, et al. Dioscorea bulbifera
polysaccharide and cyclophosphamide combination
enhances anti-cervical cancer effect and attenuates
immunosuppression and oxidative stress in mice. Sci
Rep 2016; 5:19185.

41. Kanter M, Tuncer I, Erboga M, et al. The effects of
quercetin on liver regeneration after liver resection in
rats. Folia Morphol (Warsz) 2016; 75: 179-87.

50

42. de David C, Rodrigues G, Bona S, et al. Role of
quercetin in preventing thioacetamide-induced liver
injury in rats. Toxicol Pathol 2011; 39: 949-57.

43. Santra A, Chowdhury A, Chaudhuri S, et al. Oxidative
stress in gastric mucosa in Helicobacter pylori
infection. Indian J Gastroenterol 2000; 19: 21-3.

44. Tripathi P, Patel RK, Tripathi R, et al. Investigation of
antigenotoxic potential of Syzygium cumini extract
(SCE) on cyclophosphamide-induced genotoxicity and
oxidative stress in mice. Drug Chem Toxicol 2013;
36:396-402.

45. Mahmoud AM, Al Dera HS. 18beta-Glycyrrhetinic acid
exerts protective effects against cyclophosphamide-
induced hepatotoxicity: potential role of PPARgamma
and Nrf2 upregulation. Genes Nutr 2015; 10:41.

46. Li X, Li B, Jia Y. The Hepatoprotective Effect of Haoqgin
Qingdan Decoction against Liver Injury Induced by a
Chemotherapeutic Drug Cyclophosphamide. Evid Based
Complement Alternat Med 2015; 2015:978219.

47. Mukherjee S, Ghosh S, Choudhury S, et al
Pomegranate reverses methotrexate-induced oxidative
stress and apoptosis in hepatocytes by modulating
Nrf2-NF-kappaB pathways. ] Nutr Biochem 2013; 24:
2040-50.

48. El-Agamy DS, Abo-Haded HM, Elkablawy MA.
Cardioprotective  effects of sitagliptin against
doxorubicin-induced cardiotoxicity in rats. Exp Biol
Med (Maywood) 2016; 241: 1577-87.

49. Marques C, Mega C, Goncalves A, et al. Sitagliptin
prevents inflammation and apoptotic cell death in the
kidney of type 2 diabetic animals. Mediators Inflamm
2014; 2014:538737.

50. Saandeep K, Vikram A, Tripathi DN, et al. Influence of
hyperglycaemia on chemical-induced toxicity: study
with cyclophosphamide in rat. Basic Clin Pharmacol
Toxicol 2009; 105: 236-42.



