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Siklofosfamid ile indﬁklgnen Karaciger Hasarinda
Resveratrolun lyilestirici Etkileri

Amagc: Kemoprofilaktik bir ajan olan siklofosfamid (CYP) ile hasar olusturuimus sican
karacigerindeki histopatolojik ve biyokimyasal degisimlerin Uzerine guglu bir antioksidan olan
resveratrol’in (RSV) koruyucu etkisinin aragtirimasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: 28 adet Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Sigcanlar Grup 1 (Kontrol),
Grup 2 (CYP), Grup 3 (RSV), Grup 4 (CYP+RSV) olarak gruplara ayrildi. CYP 150 mg/kg/ip/tek
doz, RSV 10 mg/kg/ip/7 gln uygulandi. Yedi ginlik deney siresi sonunda siganlar sakrifiye
edilerek karaciger dokular, histolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelendi. Kesitlere
Hematoksilen-Eozin ve Periyodik Asit Schiff boyamalari yapildi. Kesitler histopatolojik bulgularina
gore degerlendirildi. Hasar derecesine gore 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta), 3 (siddetli) olarak skorlandi.
Kesitler Leica Q Win Image Analiz Sistemi ve Leica 280 i1sik mikroskobu ile incelendi. Ayrica
karaciger dokusu Malondialdehit (MDA) duzeyleri ve Katalaz (CAT) aktiviteleri spektrofotometrik
yontemlerle 6lgildi.

Bulgular: Kontrol grubuna (Grup 1) ait karaciger dokulari normal histolojik gériinimde izlendi. CYP
grubunun (Grup 2) karaciger dokularinda ise portal alanda daha belirgin olmak tzere mononukleer
hicre infiltrasyonu ve konjesyon, santral ven cevresinde goérilen yaygin fokal nekroz alanlari,
hepatositlerde diffiz sisme ve sinuzoidal aralikta daralma izlendi. PAS boyama yodntemi ile
hepatositlerde glikojen kaybi ile perivaskiiler fibrozis tespit edildi. Grup 3 bulgulari kontrol grubuna
benzerdi. 4. grupta ise resveratrolin hiicre infiltrasyonunu, konjesyonu, nekrozu ve sinuzoidal
daralmayi anlamli derecede iyilestirdigi gozlendi. Kontrol grubuna gére CYP grubunda karaciger
MDA duzeylerinin arttigi ve katalaz aktivitesinin azaldigi belirlendi. CYP+RSV grubunda, CYP
grubuna goére karaciger MDA duzeylerin azaldigi ve Katalaz aktivitesinin arttigi belirlendi.

Sonug: CYP ile indiiklenen sican karaciger hasarinda RSV’iin 10 mg/kg dozunda ve 7 giin sureyle
uygulanmasinda histopatolojik ve biyokimyasal olarak koruyucu etkileri oldugu gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, Oksidatif Stres, Resveratrol, Sigan, Siklofosfamid

The Protective Effects of Resveratrol in Cyclophosphamide-Induced Liver Injury

Objective: The purpose of the present study was to determine the histopathological and
biochemical changes in rat liver injury induced with cyclophosphamide (CYP), a chemoprophylactic
agent, and to investigate the protective effects of RSV.

Materials and Methods: A total of 28 Wistar albino male rats were used. The rats were divided
into study groups as Group 1 (control), Group 2 (cyclophosphamide), Group 3 (resveratrol), Group
4 (CYP+RSV). Cyclophosphamide 150 mg/kg/ip/single dose, resveratrol 10 mg/kg/ip/7 days were
administered. At the end of the seven-day experiment period, the rats were sacrificed and their liver
tissues were examined by histological and biochemical methods. Hematoxylin-Eosin and Periodic
Acid Schiff staining were performed on the sections. Sections were evaluated according to
histopathological findings. It was scored as 0 (none), 1 (mild), 2 (moderate), 3 (severe) according to
the degree of damage. Sections were examined with the Leica Q Win Image Analysis System and
a Leica 280 light microscope. In addition, liver tissue Malondialdehyde (MDA) levels and Catalase
(CAT) activities were measured by spectrophotometric methods.

Results: The liver tissues of the Control (Group 1) were monitored in normal histological
appearance. There were mononuclear cell infiltration, congestion and common focal necrosis areas
around the central vein, diffuse swelling in hepatocytes, and narrowing in the sinusoidal range,
more pronounced in the portal area in the liver tissues of the CYP (Group 2). Perivascular fibrosis
was detected with glycogen loss in hepatocytes the with PAS staining method. Group 3 findings
were similar to the control group. It was observed that in Group 4 RSV improved cell infiltration,
congestion, necrosis, and sinusoidal contraction at significant levels (p<0.001). RSV treatment
decreased high malondialdehyde levels in liver tissue samples at significant levels, and increased
the decreased catalase enzyme activity in liver tissue samples.

Conclusion: It was observed that RSV had histopathological and biochemical protective effects in
CYP -induced rat liver damage.
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Girig
Karaciger, fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari
nedeniyle toksik maddelere en fazla maruz kalan
organlardan biridir. GUnimuzde karaciger tahribatina
neden olan birgcok kimyasal maddeye maruziyet,
karacigerde cesitli patolojik degisikliklere yol agmaktadir.
CYP [N, N-bis (2-chloroethyl) tetrahydro-2H1,3,2-
oxazophosphorin-2-amine  2-oxide; CYP]  kanser
tedavisinde klasik alkilleyici bir ajanolarak
kullaniimaktadir. Bu ilag ayrica otoimmun hastaliklarin,
bébrek ve kemik iligi nakli tedavisinde 6nemli
imminosupresif aktiviteye sahiptir (1). Buna karsin,
nefrotoksisite, hepatotoksisite, kardiyotoksisite,
immuinotoksisite mutajenite gibi yan etkileri ve toksisite
nedenleriyle CYP kullanimini kisittamaktadir (2).

Kanser kemoterapisinde bir 6n ilag olan CYP,
karacigerde sitokrom P450 enzim ailesiyle metabolize
edilmektedir. Metabolizasyon igsleminin sonunda akrolein
ve fosfamid hardali olan sitotoksik metabolitler
olusmaktadir (3). Karacigerde olusan bu metabolitler
sistemik dolagimla farkli dokulara dagilarak serbest
oksijen radikalleriyle (ROS) doku hasarina neden
olmaktadirlar.

RSV (3, 4 ', 5 trihidrokstilben), yaralanmaya yanit
olarak bazi spermatofitler tarafindan uretilen ve dogal
olarak olusan bir fitoaleksindir (4). Calismalar
resveratrolin ndrolojik, hepatik ve kardiyovaskiler
sistemler Uzerindeki yararli etkilerini gdstermektedir.
Resveratrol, asetaminofen, etanol ve karbon tetraklortr
gibi hepatotoksinlerden kaynaklanan karaciger
hasarlarina kargi koruma saglamaktadir (5, 6).

Bu c¢alismada, antikanserojen ila¢ olarak sik
kullanilan CYP’nin, karacigerde olusturdugu yan etkilere
karsi, antioksidan bir ajan olarak bilinen resveratrolin
karaciger dokusundaki etkilerinin arastiriimasi
amaglandi.

Gereg ve Yontem

Aragtirma ve Yayin Etigi: Calismaya Inoni
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulunun onayi
(2012/A-104) ile baglandi.

Hayvanlar ve Galigma Diizeni: Calismada inénii
Universitesi Deney Hayvanlari laboratuvarindan temin
edilen 28 adet G¢ aylik 250-300g agirlikta Wistar Albino
cinsi erkek sican kullanildi. Hayvanlar deney slresince
standart laboratuvar kosullarinda, oda sicakhginda
barindirildi, standart rat yemi ve musluk suyu ile ad
libitum olarak beslendiler. Grup 1: Kontrol (4%
etanol/ip/7giin), Grup 2: CYP (150 mg/kg/ip/tek doz),
Grup 3: RSV (10 mg/kg/ip/7gun), Grup 4: CYP (150
mg/kg/ip/tek doz) + RSV (10 mg/kg/ip/7gln) olmak lzere
her gruba yedi adet sigan ayrildi (RSV 4% etanol icinde
¢ozduruldu) (5, 6). Deney sirasinda cerrahi bir islem
uygulanmadigi icin sham grubu olusturulmadi ve
deneyin sonunda siganlar ketamin/ksilazin  90/10
mg/kg/ip anestezisi ile sakrifiye edilerek karaciger
dokulari ¢ikarildi (7).
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Histopatolojik  Analizler: Isik  mikroskobik
calismalar icin karaciger dokulari %10'luk formalin ile
fikse edildi ve doku takibine alindi. Doku takibinde Leica
TP 1010 otomatik doku takip cihazi kullanildi. Daha
sonra dokular bloklara konularak parafine gémuldi.
Parafin  bloklardan, Leica RM 2245 (Almanya)
mikrotomda 4-5 pm kalinhginda kesitler alindi. Lam
Uzerindeki kesitler, 1 gece etiivde birakildiktan sonra isik
mikroskobu incelemeleri igin H-E (Hematoksilen Eosin)
ve PAS (Periyodik Asit Schiff) boyamalar uygulandi.
Kesitler Leica Q Win Image Analiz Sistemi ve Leica 280
1stk mikroskobu ile incelendi. Kesitlere histopatolojik
hasar  skorlamasi  yapildi.  Mononukleer hicre
infiltrasyonu, konjesyon, nekroz ve sinuzoidal dilatasyon
bulgulari hasar olarak degerlendirildi. Hasar derecesine
gore 0 (yok), 1 (hafif), 2 (orta), 3 (siddetli) olarak
skorlandi.

Biyokimyasal Analizler: Biyokimyasal analizler
icin alinan karacier dokulari galisma gintne kadar -
80°C’de saklandi. Doku ornekleri 0,15 mol KCI
solusyonu ile 1:10 oraninda homojenize edildi.
Homojenatlar 3500 rpm’de 10dk santrifij edildi. Elde
edilen supernatantta MDA dizeyleri ve katalaz aktivitesi
spektrofotometrik yéntemlerle belirlendi. Doku
orneklerinde MDA duzeyleri, lipid peroksidasyonunun
aldehit drinlerinden olan MDA ile tiyobarbitirik asit
(TBAYin reaksiyonu temeline dayanan, Placer ve
ark.’dan modifiye edilmis olan ydnteme gore 6lguldi (8).
Doku katalaz aktivitesi 6lgimi H202'in katalaz enzimi
tarafindan yikim hizinin belirlendidi Aebi metoduna gore
yapildi (9). CAT enzim aktivitesi, karaciger dokularinda
k/g protein olarak ifade edildi. Doku protein dizeyi
tayininde Lowry metodu kullanildi (10).

istatistiksel Analiz: Analizler icin SPSS 22.0
windows versiyonu kullanildi. Degigkenlerin normal
dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edildi.
Normal dagilan degiskenler icin doért bagimsiz grup
karsilastirmasinda ANOVA testi kullanildi. Veriler
aritmetik ortalama * standart sapma olarak ifade edildi.
P<0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokulari H-E
boyamada normal histolojik goriniimde (Sekil 1A), PAS
boyamada ise glikojenle dolu saglikli hepatositler izlendi
(Sekil 1B). CYP grubunun karaciger dokularinda ise
portal alanda daha belirgin olmak lzere mononukleer
hicre infiltrasyonu (Sekil 1C, E), damarsal yapilarda
konjesyon ve eritrosit birikimi (Sekil 1E), santral ven
cevresinde gorilen yaygin fokal nekroz alanlari ve hafif
perivaskiler fibrozis (Sekil 1C, D), hepatositlerde diffliz
sisme (Sekil 1C-E), sinuzoidal aralikta genigleme izlendi
(Sekil 1B, F). PAS boyama ydntemi ile hepatositlerde
glikojen kaybr (Sekil 1F) tespit edildi. CYP+RSV
grubunda ise RSV'in hicre infiltrasyonunu, konjesyonu,
nekrozu ve sinuzoidal dilatasyonu anlamli derecede
iyilestirdigi, PAS boyamada hepatositlerin glikojenle dolu
normal histolojik yapisini aldigi izlendi (p<0.001), (Sekil
1G, H), (Sekil 2).
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Karaciger MDA dizeyleri, CYP uygulanan grupta
kontrol grubuna ve diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiksek tespit edildi (p<0.001). CYP +
RSV grubunda ise CYP grubuna gére MDA diizeylerinde
bir dusus belirlendi (p<0.001). RSV grubu MDA
dlzeylerinin diger gruplardan en disuk degerde oldugu
bulundu. En yiksek katalaz aktivitesi kontrol grubunda
tespit edildi. CYP grubu katalaz aktivitesi kontrol grubuna
gore anlaml diizeyde dusik bulundu (p<0.001). CYP +
RSV grubu katalaz aktivitesi ise CYP grubuna gore
yuksek olglldu. Karaciger dokusu MDA dizeyleri ve
CAT aktiviteleri Tablo1’de verilmigtir.

Tablol. Karaciger dokusu MDA duzeyleri ve Katalaz
aktiviteleri

Kontrol CcYC CYC+RSV RSV p
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
MDA
(nmol/g 16.22+1.70° 29.40+4.45% 23.55+1.67° 12.56+1.15° 0.001
doku)
Katalaz

(k/mg 205.71+£7.72% 87.57+3.97° 98.02+3.43° 177.21+6.98° 0.001
protein)

Verilerin karsilastinimasi ortalama ve standart hata olarak
verilmistir.

abe: Satirlarda farkli harfler bulunan degerler gruplar arasi
istatistiksel olarak farklihgi gosterir (P<0.05).
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Sekil 2. Gruplararasi histopatolojik hasar skorlamasi
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Tartigsma

CYP, lI6semi ve lenfoma ve meme, akciger, prostat
ve yumurtalik kanserleri gibi genis bir malignite
spektrumuna karsi etkilidir (11). Ancak kullanildig
dozlarda bircok organ ve sistem Uzerinde yan etkiler
olusturmaktadir. Normal veya hastalikli dokuda ortaya
¢tkan bu ¢ok sayida yan etki CYP kullaniminin en blyuk
sinirlayicisidir.  CYP  tedavisi  hayati  organlarda
peroksidatif hasara neden olan ROS uretimiyle
sonuglanir (12). llaca veya toksine bagl karaciger
hasarinin patogenezi genellikle bir bagdisiklik tepkisi
ortaya cikaran veya hulcrenin biyokimyasini dogrudan
etkileyen toksik metabolitlerin katilimini igerir. CYP’nin,
antioksidan aliminin kemoterapi reaksiyonlarini kontrol
etmeye yardimci oldugu ve antineoplastik ilaglarin
olumsuz yan etkilerini en aza indirdigini bildirmistir (13).
ilag  metabolitleri, kovalent baglanma, azaltilmis
glutatyonun tiikenmesi veya oksidatif stres dahil olmak
Uzere proteinler, lipitler ve DNA (zerinde etkileri olan
cesitli kimyasal reaksiyonlara maruz kalabilmekte veya
bunlar tesvik edebilmektedir (14).

RSV, etanol ve karbontetraklorir (CCl4) gibi iyi
bilinen hepatotoksinler icin karaciger hasarina karsi
koruma saglar (15, 16). RSV ‘lUn karacigeri koruyucu
olasi mekanizmalari arasinda; pro-enflamatuar
mediatorlerin salinimi ve sentezinin inhibibisyonuyla
enflamatuvar yaniti baskilamasi, eikosanoid sentezinin
modifikasyonu,  kupffer  hicreleri ve  adezyon
molekillerinin  inhibisyonu, aktive olmus immun
hucrelerin baskilanmasi veya indiklenebilir nitréz oksit
sentaz (INOS) ve siklooksijenaz 2 (COX-2)'nin
inhibisyonu sayilabilir (17). RSV’'Un birgok kanser
vakasinda anti-kanserojen olarak kullanildigi da
bildiriimektedir (18). Toksik maddelere maruziyet ve ilag
kullaniminin yan etkilerine bagli olarak olusan karaciger
hasari oldukga Onemlidir. Oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki dengenin serbest radikaller Ilehine
bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif stres, birgok
patolojik durumda ortaya ¢ikmaktadir (19). Bu siregte
ozellikle serbest oksijen radikalleri ve artmis hidrojen
peroksit gibi prooksidan yapilar hasari artirmaktadir.
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Calismanin  biyokimyasal sonuglarina  gore;
siganlara CYP verilmesinin ardindan kontrol grubuna
kiyasla MDA seviyesinin arttigi, RSV verilen grupta ise
MDA seviyesinin istatiksel olarak anlaml dizeyde
azaldigi belirlenmistir. CYP verilen grupta, kontrol
grubuna kiyasla karaciger katalaz aktivitesinin azaldigi,
sadece RSV ve CYP+RSV gruplarin da ise katalaz
aktivitesinin arttigi  gbézlemlendi. Bu bulgular CYP
verilmesi sonucu olusan lipit peroksidasyonunun ve
hidrojen peroksit artisinin, hiicresel hasara neden
oldugunu ve olugan serbest radikallerin hicresel
savunmayl azalttigini gOstermektedir. CYP
uygulamasiyla olusan hicresel hasarin, RSV verilen
gruplarda MDA seviyesinde azalma, CAT aktivitesinde
ise artma saglamasi RSV'Un iyilestirici etkisinin bir
gOstergesidir. Bu sonuglar, karaciger hasarini 6nleme ve
dizeltme acisindan guglu antioksidan 6zelliklere sahip
RSV ‘Un kullanilmasini destekler niteliktedir.

Calismanin histopatolojik bulgulari RSV'in; CYP ile
indiiklenen oksidatif ve enflamatuvar olaylara karsi
koruyucu potansiyel sergiledigini gosterir niteliktedir.
Histopatolojik ¢alismalarda CYP verilen grupta karaciger
dokularindaki sinlizoidal bosluklarin sistigi ve sayica
azaldigi gozlendi. Bunun nedeni, CYP metabolitlerinin
hiicre zarini tahrip etmesidir (2). Bu nedenle, toksisiteyi
azaltabilen ve CYP’in etkili bir sekilde kullaniimasini
saglayan glcli kemoprotektif ajanlara ihtiyag vardir,
bdylece CYP tedavisi géren hastalarin yagsam kalitesinde
de iyilesme olacaktir.

Bu calismanin sonuglari; CYP uygulamasinin
karacigerde oksidatif stres artisina ve doku hasarina
neden oldugunu gostermektedir. CYP ile birlikte, bu
dozda ve sirede RSV uygulanmasinin ise karaciger
dokusunda antioksidan enzim aktivitesini artirdigi, doku
hasarini azalttii tespit edildi. Bu nedenle de RSV'lUn
kemoterapi ilaclarinin yan etkilerinin azaltilmasinda etkili
bir aday olabilecedi soylenebilir. Bu iki ajanin birlikte
kullanimt ile ilgili daha ileri galismalar yapilmasina ihtiyag
vardir.
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