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OZET

Siklofosfamid (CP) Klinikte kanser ve non-malignant hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan alkilleyici sitotoksik bir ilagtir. CP’nin antitlimoral etkinligi
yiiksek dozda kullanilabilmesine baghdir. Ancak yliksek doz CP kan ve kemik iligi
toksisitesine neden olmaktadir. CP’ye bagli hematoksisite, kan dokusunda lipit
peroksidasyonunun artisiyla yakin iligkilidir. Bu c¢alismada deneysel olarak olusturulmus
hematoksisitede, viicudumuzdaki antioksidan enzimlerin ana bileseni olan ve ayni
zamanda antioksidan 6zellikleri bilinen Selenyum’un (Se) kan ve kemik iligi tizerindeki
olast koruyucu etkilerini saptamak amaglandi. Calismamizda, 3 aylik Spraque-Dawley
cinsi 42 adet erkek sigan her grupta 7 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrilmistir (kontrol;
150 mg/kg CP; 0.5 mg/kg Se; 1 mg/kg Se; 150+0.5 mg/kg CP+Se; 150+1 mg/kg CP+Se).
CP ile birlikte Se verilen gruplarda Se uygulamasina CP uygulamasindan 5 giin 6nce
basland1 ve deney sonuna kadar devam edildi (6 giin). CP uygulamasi ise hayvanlar
anestezi edilmeden 24 saat 6nce tek doz olarak uygulandi. Boylece 7. Giinde hayvanlardan
anestezi altinda intrakardiyak kan alimi yapildiktan sonra siganlarin femurlarindan kemik
iligi dikkatlice alind1. Periferik kan hiicreleri ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicreleri kan sayim
cihazinda sayildi. Intraperitoneal CP uygulamasi kontrole gére 16kosit (%317), trombosit
(%36) ve kemik iligi ¢cekirdekli hiicre sayisini (%481) oldukga azaltti. CP ile birlikte 0.5 ve
1 mg/kg Se verilen deney gruplarindaki 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre
sayilarinin CP verilen gruptakilere gore dnemli bir oranda arttig1 goriildii (p<0.001). CP
nedenli miyelosupresyon ve hematoksisitenin 6nlenmesinde 1 mg/kg Se, 0.5 mg/kg Se’a
gore daha koruyucu olmustur. Verilerimiz Se dozunun belirli oranlarda degistirilmesiyle
artan CP dozuna kars1 daha giicli bir koruyucu etkinligin saglanabilecegini
diistindiirmektedir. CP nedenli hematoksisitenin dnlenmesinde Se’un farkli dozlarini igeren

caligmalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, hematoksisite, selenyum, sitoprotektivite, sigan.
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SUMMARY

Cyclophosphamide (CP) is an alkylating cytotoxic drug that is commonly used in
the treatment of cancer and non-malignant diseases. High therapeutic doses of CP have
antitumoral activity. On the other hand, high doses of CP cause blood and bone marrow
toxicity due to the increase in lipid peroxidation. Aim of this thesis is to find out the
protective role of antioxidant Selenium (Se) against blood and bone marrow toxicity in an
experimentally induced haematoxicity model. For this purpose, we used 3 months old, 42
male Spraque-Dawley rats and divided them into 6 groups so that each group contains 7
animals (control; 150 mg/kg CP; 0.5 mg/kg Se; 1 mg/kg Se; 150+0.5 mg/kg CP+Se; 150+1
mg/kg CP+Se). Se injections started 5 days before the CP injections and carried on till the
end of the experiment (6th day) for the groups to which CP was administrated together
with Se. CP was administered as a single dose before anesthesia. Therefore on the 7th day,
blood was taken with cardiac puncture and bone marrow was taken by flushing the femur.
Peripheral blood cells and bone marrow nucleated cells were counted on a cell counter.
Intraperitoneal CP injection was found to reduce the number of leukocytes by 317%,
thrombocyte by 36% and bone marrow nucleated cells by 481% compaed to the control
group. In the groups where CP was given after 0.5 and 1 mg/kg Se, numbers of leukocyte,
thrombocyte and bone marrow nucleated cells were significantly increased compared to
the group to which CP was given alone (p<0.001). Results show that 1 mg/kg Se has a
better protection than 0.5 mg/kg against CP related myelosuppression and haematoxicity.
These results also implies that the dose of Se could be adjusted according to an increase in
CP dose in order to gain a stronger protective effect. We believe there is a need of further
studies in which different doses of Se will be used against CP related haematoxicity.

Key words: Cyclophosphamide, haematoxicity, selenium, cytoprotectivity, rat.
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1. GIRIS

Kanser, organizmanin savunma mekanizmalarinin aksamast ve dengesinin
bozulmasi durumunda, baslangicta saglikli olan hiicrelerin viicudun denetiminden ¢ikarak
onli almamaz bir biiyiime ve yayilmasiyla karakterize olan oliimciil bir hastaliktir

(Kearsley, 1986; Murray ve Lopez, 1997).

2. LITERATUR ARASTIRMASI

Kanser, icinde bulundugumuz 21. ylizyilin temel saglik sorunlarindan birisidir.
Diinya Saglk Orgiitii verilerine gore her y1l 12 milyon yeni kanser vakasi teshis edildigi,
bununla birlikte kanserden kaynaklanan dliim sayisinin 7 milyon oldugu ve kanserli 25
milyon kiginin yasamini siirdiirdiigii bildirilmektedir (Bag, 2013). 2020 yilinda diinyada
yillik yeni kanser vaka sayisi 2000 yilina gore %65°lik bir artigla 17 milyon olarak
ongoriilmektedir. 2030 yilinda ise diinya niifusunun 8,7 milyara yilikselecegi, yillik 27
milyon yeni kanser vakasi, kanserden kaynaklanan yillik 17 milyon 6liim ile birlikte son 5
yil icinde yeni kanser tanist konmus insan sayisinin 75 milyona yiikselecegi

ongoriilmektedir (Bag, 2013; T.C. Saglik Bakanligi, 2010).

Giliniimlizde kanserin dogasi anlasilmis olup, tedavide c¢ok ©nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Kanserin tedavi yontemleri genel olarak kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve
immiinoterapi olup, kanser tanis1 konan hastalarin bireysel 6zellik ve hastalik durumuna
gore bu yontemlerden bir veya birkaci tedavide kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemleri ile
hastalarin yasam siiresinin uzamasi ve daha nitelikli yasamasi amag¢lanmaktadir. Ancak
kullanilan yonteme bagli olarak tedavi ile ilgili zorluklar ve toksik etkiler de soz
konusudur. Ozellikle radyoterapi ve kemoterapi normal hiicrelere de zarar vermektedir

(Kizilei, 1999).

Kanser kemoterapisinin esasi; hastanin normal hiicrelerine zarar vermeden timdor
hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya miimkiinse onlar1 yok etmektir.

Ancak antineoplastik ilaglarin kanser hiicresine karsi olan secicilikleri, antibiyotiklerin
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bakteri hiicresine karsi olan seciciliklerinden daha azdir. Cilinkii malign hiicre ile normal
insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan fazla fark yoktur, mevcut fark daha ¢ok kantitatif
yondedir. Antineoplastik ilaglar viicutta patolojik bi¢imde c¢ogalmakta olan kanser
hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bi¢imde c¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok
ederler. Bu yilizden ¢ogu kanser ilacinin normal hiicre ve kan dokusu {izerine de yan
etkileri vardir (Kintzel, 2001). Ornegin, kemik iligi baskilanmas1 kemoterapinin en énemli
yan etkilerinden biridir ve bunun yol agtig1 l6kopeni, trombositopeni ve anemi hasta i¢in
¢ok rahatsizlik verici durumlardir. Bu durum onlarin yiiksek dozda ve/veya daha sik
kullanilmasiyla daha giiglii bir terapotik etkinligin saglanmasini engeller (Kalaycioglu vd.,
1995; Sandberg vd., 1995; Cingi vd., 1996).

Antineoplastik kemoterapdtik bir madde olan siklofosfamid (CP) en ¢ok kullanilan
antikanser ve bagisiklik baskilayici bir ilagtir (Kumar vd., 2004; Senthilkumar vd., 2006).
CP, giiclii bir oksazofosfarin olup, cesitli solid tiimérler ve B hiicreli malignant
hastaliklarin tedavisinde tek basina veya cesitli ilaglarla kombine bir bigimde yaygin olarak
kullanilan alkilleyici bir ajandir. Ayrica nefrotik sendrom, romatoid artrit, sistemik lupus
eritromatozus gibi non-neoplastik hastaliklarin tedavisinde ve kemik iligi transplantasyonu

oncesi kosullar i¢in de kullanilir.

CP’nin iki aktif metaboliti fosforamid mustard (phosphoramide mustard= FAM) ve
akroleindir (acrolein=ACR) (Kawabata vd., 1990). CP’nin antineoplastik etkileri FAM ile
iligkilidir. FAM’in DNA ya baglanarak hiicre boliinmesini bloke ettigi, CP’nin bagisiklik
baskilayici ve antitimor etkilerine aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Kawabata vd., 1990).
CP’ nin toksik etkisi aktif metaboliti olan ACR ile ilgilidir. ACR doku antioksidan (AO)
savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda serbest radikal olusumuna yol agar ve
memeli hiicreleri i¢in mutajeniktir. ACR kaynakli olusan serbest radikaller; enzim,
reseptdr, iyon pompalart gibi molekiillerle birleserek onlarin fonksiyonlarini bozarlar
(Senthilkumar vd., 2006). insanlar ACR’ye endiistriyel, cevresel ve terapdtik durumlarda
maruz kalabilirler. Endiistriyel olarak ACR herbisit olarak yaygin bir bicimde
kullanilmaktadir. Cevresel olarak ACR organik materyallerin yanmasi ile ve yiyeceklerde

dogal bir sekilde olusabilir (Kehrer ve Biswal, 2000).
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Serbest radikaller ve bu radikallerin etkisiyle olusan lipid peroksitlerinin pek ¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan bazi
arastirmalarda radyoterapinin, oksidan ve antioksidan aktivite iizerine olan etkileri
incelenmis ve radyoterapinin lipid peroksidasyonunu arttirdigi, antioksidan enzim

aktivitesini ise baskiladig tespit edilmistir (Sabitha ve Shyamaladevi, 1999).

Diger yandan antineoplastik  ajanlar  serbest radikallerin  biyolojik
kaynaklarindandir. Bu ajanlar sitotoksik etkilerine bagli olarak lipid peroksidasyonunu

artirmaktadirlar (Akkus, 1995).

Kanser nedenleri arasinda lipit peroksidasyonunun diisiiniilmeye baglamasi;
calismalari ¢esitli besinsel antioksidanlarin kanser olusumu {izerine etkilerini aragtirmaya
yoneltmistir (Byers ve Perry, 1992). Antioksidanlarin karsinojenezin baslama ve gelisme
donemini baskiladiklari, hiicre 6liimii ve degismesini 6nledikleri bulunmustur (Iscan ve

Coban, 1998).

Selenyum (Se) viicudumuzda bir¢ok enzimin kofaktoridiir ve temel olarak
antioksidan fonksiyonuyla bilinen esansiyel bir iz elementtir. Se, insanlarda organizmay1
oksidatif hasarlardan koruyan glutatyon peroksidazlarin (GPx), ve selenoprotein P’nin de
dahil oldugu pek ¢ok metabolizmada rol oynamaktadir (Kohrle vd., 2005). GPx hiicre
sitoplazmasinda bir antioksidan enzimdir ve Se deposu olarak gorev yapar (Brown ve
Arthur 2001). Se, E vitamini ile etkileserek hiicre membranini lipid metabolizmasinin bir
tirtinii olan peroksidlerin oksidatif etkisinden korur (Rayman, 2000 ve Ip, 1998). Se’un lipit
peroksidasyonunu baskilayarak hiicre zarin1 koruyucu gorevinin yani sira (llio vd., 1987),
antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etkisi oldugu (Dai
vd., 1999) ve terapdtik etkisini arttirdigi, sisplatinin toksik yan etkilerini azalttig
belirtilmistir (Yang vd., 2000).

Biz de bu ¢calismamizda deneysel olarak olusturulmus CP nedenli hematoksisiteye
kars1, antioksidan ozellikleri bilinen Se’un olasi sitoprotektif etkilerini periferik kan ve

kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerinde aragtirmay1 planladik.



3. GENEL BILGILER

3.1. Oksidatif Stres Ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik orbital {izerinde eslenmemis elektron tasiyan molekiiller
olarak tanimlanir (Halliwell, 1994; Young ve Woodside, 2001). Serbest radikallerin
olusturdugu oksidatif stres; normal fonksiyon gosteren hiicre ve organizmalardaki
molekiillerde enzimatik olmayan oksidatif hasarin birikimi ile karakterize olmus durumu
ifade etmektedir (Baskin ve Salem, 1997). Patolojik bir olay1 takiben organizmada
meydana gelen fizyopatolojik degisiklikler temelde belirli mekanizmalarin harekete
gecmesi ile olusmaktadir. Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri veya oksijen
metabolitleri olarak da adlandirilabilen bir kisim maddelerin ortaya ¢ikmasi ile hiicre

Olimi, doku hasar1 ve nekroz sonucunda, organ veya sistemlerde islev yetersizligi

meydana gelmektedir (Dilek, 2003).

Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir. Temel olarak
oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin,
prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir (Bhuvarahamurthy vd., 1996; Berk vd.,
2008). Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baglarina tolere edebilseler de genellikle
antioksidan enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin
yeterli olamadig1 durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi lizere, reaktif oksijen
tirleri (ROT) ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur, dolayisiyla oksidan hasara
duyarli DNA, protein, karbohidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar goriir

(Gutteridge, 1994; Berger, 2005; Wildburger vd., 2009; Zadak vd., 2009).

Yapilan ¢alismalarla, ¢esitli kategorideki sitostatik ajanlarin hem in vivo hem de in
vitro olarak serbest radikal iiretimine neden olduklar1 gosterilmistir (Weijl vd., 1997).
Sitostatik ilaclarla tedavi edilen hematolojik ve/veya solid malignansili hastalarin,
polimorfoniikleer 16kositlerince in vitro olarak H,O, ve 0, tretiminin, tedavi dncesine
gore belirgin derecede arttg1 gorilmistir (Weijl vd., 1997; White vd., 2006). Bir¢ok
arasgtirict tarafindan, kanser hastalarinda kemoterapiye bagli olarak lipit peroksidasyonu
(LPO) tirtinlerinin miktarinin ytikseldigi, tedavi sonrasinda da plazma E vitamini diizeyinin

azaldig1 bildirilmistir (Weijl vd., 1997).
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Kemoterapi alan hastalarda, plazma lipit hidroperoksitleri ve tiyobarbitiirikasit
(TBA)-reaktif bilesiklerin artmasi, kemoterapinin oksidatif strese yol agtigina isaret
etmektedir (Sangeetha vd., 1990; Clements vd., 1997; Lin, 2002). Oksidatif stresin
olusumunda muhtemel bir neden de demir iyonudur (Weijl vd., 1997; Agarwal, 2008).
Doksorubisin’in demir iyonu ile olusturdugu kompleksin, potansiyel prooksidan etkisi
oldugu gosterilmistir. Bu kompleks, glutatyon (GSH) veya NADPH bagimli enzimleri
azaltabildigi  gibi, serbest radikal olusum reaksiyonlarinin bir basamagin
baslatabilmektedir. Radyoterapi ve yiiksek dozda kemoterapi alan hastalarda, plazma
antioksidan kapasitesi ve plazma yagda ¢ozlinen antioksidan diizeyi birka¢ giin i¢inde

azalmistir (Weijl vd., 1997).

Kemoterapiye bagli olarak ROT un olusturdugu baslica hematolojik toksik etkiler,
kemik iligini baskilanmasi (miyelosupresyon), anemi, notropeni, trombositopenidir.
Miyelosupresyon, kemoterapide doz sinirlayici olan yaygin yan etkidir. Anemi yavas
ortaya c¢ikan bir yan etki olup, kemoterapi i¢in doz simirlayici degildir. Notrofil ve

trombosit sayilart da kemoterapi etkisiyle azalmaktadir (Baquiran ve Gallagher, 2001).

Oksidatif stres sonrasi olusan serbest oksijen radikali (SOR); DNA, lipid ve
karbohidrat hasaria yol agar. SOR ile okside olan yag asileri lipit peroksi radikallerine ve
lipit hidroperoksitlerine doniisiirler. Lipid peroksi radikalleri ise malondialdehite (MDA)
doniistir. Lipid radikalleri DNA ile de reaksiyona girerek DNA-MDA f{iriinlerini olusturur.
SOR endojen ya da eksojen kaynakli olusabilir. Endojen SOR normal hiicre metabolizmasi
ve oksidatif fosforilasyon sonrasi olusur. ilaglar, hormonlar ve baz1 kimyasallar eksojen
SOR’u olustururlar. Lipit radikalleri hiicre zarin1 rahatlikla gecerek hiicredeki homeostazisi

bozar (Knight, 1995).

3.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar (AO) diisiikk konsantrasyonlarda okside edilebilen ve diger bir
substratin oksidasyonunu azaltan veya engelleyen yani oksidasyona karsi miicadele eden

maddelerdir.
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Antioksidanlar oksidatif strese karsi etkilerini dort farkli sekilde gdsterirler.
Ornegin o-tokoferol, lipit faz zincirini kiran bir AO olarak zincirleme bir sekilde ilerleyen
lipit peroksidasyonu gibi serbest radikal iireten basamaklara etki ederek reaksiyonlari adeta
kirar. GSH gibi AO molekiiller ise direk olarak ROT konsantrasyonunu azaltirlar (Sekil
3.2.1). Siiperoksit dismutaz (SOD) gibi AO enzimler serbest radikal iiretimini baglatan ilk
radikali etkisiz hale getirirler. Baz1 maddeler ise gecis maddeleri ile selatlar olusturarak
etkilerini gosterirler. Bu yolla laktoferritin, transferin ile ferritin demir ile; seruloplazmin
ve albumin ise bakir ile uyarilan oksidan stresi engellerler (Baskin ve Salem, 1997).
Vitamin E, Se, vitamin C ve karotenoidler gibi AO maddeler ilag ve ksenobiotiklerin

olusturduklar1 oksidatif hasarlara kars1 koruyucu etkilere sahiptirler (Antunes vd., 2000).

Tiim hayvansal ve bitkisel organizmalar serbest radikallerin etkilerini 6nlemek i¢in

endojen AO sistemlere sahiptirler. Bu sistemler enzimatik olan ve olmayan olarak ikiye

ayrilabilir:
+
Glutatyon 2 GSH Glurjft_}[?oljt
Eediilaar Pentoz
GSSG NADPH #— Focfat
H* Yolu
2 H,0

Sekil 3.2.1. Glutatyon redoks dongiisii.

3.2.1. Enzimatik antioksidanlar

3.2.1.1. Siiperoksit dismutaz

Endojen olarak iiretilen ve organizmayi olusturan her hiicre icin esansiyel bir
enzimdir. Hiicresel SOD c¢esitli prostetik gruplar tasiyan metalloenzimlerin bir grubudur.
SOD bes farkli formdadir: Organizmada en bol olarak bulunan bakir-¢inko siiperoksit
dismutaz (CuZn-SOD) sitoplazmada bulunur. Mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD),
mitokondrilerde yer alir. Demir siiperoksit dismutaz (Fe-SOD), E.coli, Bacteroides fragilis
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ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde anacrobik ortamda Fe igeren, aerobik
ortamda ise Mn igceren SOD enziminin kullanildig1 6zel bir sistem seklinde bulunmaktadir.
Ni-SOD, Streptomyces griseus bakterisinde tanimlanan homotetramerik yapili nikel igeren

bir izoenzimdir (Baskin ve Salem, 1997).

Ekstraselliiler SOD (ES-SOD), CuZn-SOD’dan farkli olarak bakir ve ¢inko tasiyan
salgisal SOD’tur. ES-SOD, sadece fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan sentez edilir
ve heparan siilfatlara bagli olarak hiicre ylizeyinde eksprese edilir. Damar endotelinden
salgilanan endotelyal heparin gevsetici faktor plazmada siiperoksit tarafindan noétralize

edildigi i¢in ES-SOD damar tonusunun diizenlenmesinde muhtemel rol oynar (Marklund,

1982).

Siiperoksit dismutaz, ROT’lardan siiperokside bir elektron vererek H,0O;’ye
indirgerken; katalaz ve selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GPx) ise H,O2’yi suya
indirger. SOD’un antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe**‘iin, Fe?"’ye indirgenmesi
sonucunda hidroksil radikalinin olugmasinin engellenmesi seklindedir (Baskin ve Salem,

1995).

3.2.1.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon redoks dongiisii, hiicre i¢i hidroperoksitlerin indirgenmesinde merkezi
rol oynamaktadir. GPx, dort atom Se bagladigindan dolay1 seleno-sistein bilesigi sinifina
girer ve katalitik aktivitesini bu ozelligi saglar. Koenzim olarak glutatyona gereksinim
duyar. GPx, glutatyonu okside ederek hidrojen peroksiti H,O’ya indirgemektedir.
Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’ya indirgenmesi ise glutatyon rediiktaz
(GR) tarafindan saglanir. SOD maksimum etkinlik i¢in bakir, ¢inko ve manganez; GPx
selenyum ve katalaz demir gibi gecis metallerinin kofaktorliigiine ihtiya¢ duyar (Garewal,
1997). Glutatyon peroksidaz eritrosit, trombosit ve plazmada bulunur (Lawrence vd.,
2003).



3.2.1.3. Katalaz

Hayvansal organizmalarin aerobik hiicrelerinde; 6zellikle karaciger ve eritrositlerde
yogun olarak bulunur. Beyin, kalp, iskelet kaslar1 ise diisiik miktarlarda katalaz (CAT)
icermektedir. Katalaz ve GPx, hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene indirgemektedirler.
Bu enzimlerin aktiviteleri artmadan SOD’un aktivitesinin artmasi hidrojen peroksitin

birikmesine ve boylece hidroksil radikallerinin olusmasina neden olur (Garewal, 1997).

3.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

3.2.2.1. Alfa tokoferol

Hiicrelerde bulunan yagda ¢oziinen ana antioksidandir. Plazmada baskin olarak

bulunan ve en yiiksek AO aktiviteye sahip olani a-tokoferoldiir (Baskin ve Salem, 1997).

Ana fonksiyonu membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve hiicre
membranlarinin hasar gérmesinin 6nlenmesidir (Gey vd., 1991). Tokoferol-OH, bir H
atomu ile serbest radikale bir elektron transfer ederek, hiicre membrani proteinleri ile
reaksiyon girmesini ya da lipit peroksidasyonunu baglatmasini engeller. Tokoferol-OH
serbest radikal ile etkilestiginde tokoferol-O- radikali meydana gelir. Eger askorbik asit
ortamda yeterli miktarda var ise tokoferol-O- ile askorbat reaksiyona girerek tokoferol-OH
ve zayif bir radikal olan semi dehidroaskorbat meydana gelir. Boylece kuvvetli bir radikal
etkisiz hale getirilirken, zayif bir radikal (dehidroaskorbat) olusur ve tokoferol-OH tekrar
kazanilir (Baskin ve Salem, 1997; Carr vd., 2000).

3.2.2.2. Askorbik asit

Askorbik asit (vitamin C) suda ¢oziinebilen zincir kiran bir antioksidan olmasi
nedeniyle oOzellikle detoksifikasyon metabolizmas1 esnasinda meydana gelen serbest

radikalleri etkisiz hale getirir (Carr vd., 2000).



3.3. Kan Dokusu Ve Serbest Radikaller

Basta Staphylococcus aureus gibi infeksiyoz ajanlar ayrica lokotrienler ve
prostaglandinler gibi aract maddeler nétrofil, eosinofil ve makrofajlar1 aktive ederler,
membrana bagli nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) enzimi
yoluyla oksidan molekiiller salgilatirlar. Notrofiller tarafindan kullanilan antibakteriyal
savunma mekanizmas1 miyeloperoksidaz enzimidir. infeksiyoz ajanlarla savas igin gerekli
olan oksidan molekiiller, kan hiicreleri tarafindan asir1 salgilanacak olurlarsa bu kez yarar
yerine zararli olmaya baglarlar. Reaktif oksijen tiirleri endotel hasar1 ile

mikrosirkiilasyonda bozulmaya yol agarlar (Henderson, 1994; Natanson, 1994).

Aktive lokositler NADPH oksidaz adli spesifik bir membran enzim sistemi
tizerinden radikal iiretirler. Bu sistemin eksikliginde kronik graniilomat6z hastaligi olusur.
Inflamasyon sirasinda aciga cikan kimyasal aracilar 16kosit diapedezine neden olur. Bir
fagosit, fagosite edilebilir bir zararli madde ile karsilasinca hiicre zarinda onu kusatan bir
hiicre zar1 kilifi (=fagozom) meydana gelir ve membrandaki NADPH oksidaz aktive olarak
oksijen tiikketimi 10 kattan fazla artar, buna paralel olarak da oksijen radikallerinin iiretimi
artar. Bir zararli tarafindan uyarilan bu oksijen gereksinimi artigina ‘oksidatif patlama’ ya
da ‘solunum patlamasi’ denir. Noétrofillerin kullandigi, fakat makrofajlarin kullanmadigi
bagka bir oldliirme mekanizmasi miyeloperoksidaz ile olandir. Bu enzim Hy0;’yi
kullanarak klor iyonunu hipoklor6z asite (HOCI) oksitler. Bu asit gii¢lii bir antibakteriyel
ajandir, fakat yar1 omrii ¢ok kisadir. Aminoasitler ve biyojen aminlerle etkilesime girerek
kloraminleri (R-NHCI) olusturur, bunlar da oldukga reaktiftir, ancak etkileri daha uzun
stirer (Halliwell, 1991).

Akut 16semilerde gerek miyeloid gerekse lenfoid seri kokenli timdr hiicrelerinin
asirt miktarda serbest radikal (Ozellikle de hidroksil radikali) trettigi bilinmektedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda akut 16semili bireylerin olusan bu hasara karst AO sistemlerini
yeteri kadar ortaya koyduklari, ancak bazi bireylerde ise AO sistemin yeteri kadar devreye
girmedigi goriilmiistiir. Antioksidan savunma sisteminin devreye girdigi akut l6semili
bireylerde de bazi AO’larin 6n plana ciktigt bazilarmin ise 6nemli bir fonksiyon

gostermedigi bildirilmistir (Drabko ve Kowalczyk, 2004).
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3.4. Siklofosfamid

Siklofosfamid (cyclophosphamide=CP), kanser kemoterapisinde yaygin olarak
kullanilan, klasik bir alkilleyici ajan olan nitrojen mustardin tiirevi bir okzasafosforindir.
Bu ila¢ ayn1 zamanda onemli Slgiide bagisiklik baskilayici etki gosterir ve kemik iligi
transplantasyonlarinda, renal ve otoimmiin bozukluklarin tedavisinde kullanilir (Dollery,

1999). CP’nin kimyasal yapist Sekil 3.4.1°de gosterilmistir (Budavari, 1987).

CH, N-

\(.‘Hz/
Sekil 3.4.1. Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro-2H-1,2,3 oksazofosforin 2-oksit.

CP tarafindan olusturulan bagisiklik baskilayicilik ana ilagtan ziyade onun
metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi altinda CP,
4-hidroksi siklofosfamide metabolize olur. Bu metabolit enzimatik olmayan bir yolla
aldofosfamide diizenlenir. Bu da CP’nin esas metabolitleri olan FAM ve ACR’ye ayrilir.
FAM’mm DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin antitiimdr etkilerine
arac1 oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan ACR’nin 6nemli makromolekiillerinin siilfidril
gruplariyla gabucak reaksiyona girdigi boylece bagisikligin baskilanmasinda rol aldigi
diistiniilmektedir (Kawabata vd., 1990; Kwon vd., 1987; Pool vd., 1988).

CP’nin kullanim alanlar1 sunlardir;

e Hodgkin dis1 lenfomalar (Glode vd., 1981; Kreuser vd., 1993),
e Cocuklarm akut lenfositik 16semisi (Bokser vd., 1990; Morris, 1993),

e Kiiciik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri (Thatcher vd., 1988),
e Hodgkin hiicreleri (Ayhanci vd., 2008),
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e Pediatrik solid tiimorler (Bramwell vd., 1987).

CP’nin en sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma ve diger sindirim sistemi

bozukluklar1 ile kemik iligi baskilanmasidir (Hansen vd., 1995). CP’nin sinir dozunda
gosterdigi toksisitenin kemik iligini baskilayici toksisite oldugu ileri siiriilmiistiir (Thatcher
vd., 1988; Kotlarek-Hause vd., 1995).
Kemik iligi baskilanmasina bagli olarak l6kopeni, trombositopeni ve bazi hastalarda
alopesi gelismektedir (Banham vd., 1985; Akc¢asu vd., 1992). CP o6zellikle daha once
kemoterapi goérmiis hastalarda 16kopeni yapmaktadir (Bramwell vd., 1987). Klinik bir
caligmada ileri derecede melanomali hastalara diisiik dozda (350 mg/kg?) CP verildiginde
baskilayici T hiicresi sayisinin oldukga azaldigi gosterilmistir (Mitchell, 1989).

CP’nin en 6nemli potansiyel toksisitesi ve doz smirlayan yan etkisi hemorajik
sistittir. CP karacigerde hidroksillenerek bir metaboliti olan ACR’ye doniismektedir ve
ACR’ nin bobrekten atilmasiyla yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir. ACR sadece
siklofosfamidin yikilmasiyla olusmamakta ayrica sigarada, bdcek ilaglarinda, bazi
yiyeceklerde ve yanmis organik malzemelerde de bulunabilmektedir. ACR’nin
tirotelyumla direk temasiyla tiroteliyal hasar baglamaktadir (Masuda vd., 2006). Mesanede
vaskiiler konjesyon, 6dem, hemoraji, epiteliyal nekroz ve inflamatuar infiltrasyon ile
karakterize agir bir sistit tablosu goriilmektedir. Mesanenin agirligi da biiyiik oranda
6dem nedeniyle artmaktadir (Ribeiro vd., 2002). Mesane agirligi CP uygulandiktan 2
saat sonra anlamli derecede artmaya baslamakta ve 4-72 saatte en yiiksek seviyelere

¢ikmaktadir (Matsuoka vd., 2007).

CP’nin antineoblastik etkileri FAM ile ilgilidir; toksik yan etkileri ise (apoptoz,
nekroz, ¢oklu tiimoér olusumu) ACR’ye baglhidir. ACR iiroepitelyumu gegerek ve bazi
reaktif oksijen tiirlerini uyararak etkisini gosterdigi gibi nitrik oksit sentaz (NOS)
tizerinden nitrik oksit (NO) seviyelerini artirarak da sekil 2.4.2°deki gibi gosterir (Korkmaz
vd., 2007). NO birgok dnemli fizyolojik ve fizyopatolojik siireci diizenleyen serbest radikal
onciilii bir triindiir. L-argininden NOS yoluyla sentez edilir ve NOS’un 3 tipi vardir.
Endotelial NOS (eNOS) endotelial hiicrelerden ve fibroblastlardan sentez edilir ve ana
olarak vazodilatasyondan sorumludur. Sinir sisteminde iiretilen noéronal NOS (nNOS)

sinirsel sinyalizasyonda gorev alan bir enzimdir. Indiiklenebilir NOS (iNOS), 1kosit ve
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makrofajlarda sentezlenir. Genel olarak patolojik durumlarda sentezlenen iNOS’un
aktivasyonu ile eNOS aktivasyonundan ¢ok daha fazla NO iiretilebilir (Szabo, 1996).
Hemorajik sistit durumunda subiiretelyumda iNOS iireten immiinoreaktif hiicrelerin sayisi
artmaktadir. Ayrica ACR’nin tetikledigi mekanizmalar sonucunda interlokin a, TNF f,
platelet aktive edici faktor, siklooksijenaz-2 ve giiclii bir oksidan olan peroksinitrit

seviyeleri artmaktadir (Kiuchi vd., 2009; Souza-Filho vd., 1997; Korkmaz vd., 2005).

Yapilmis bazi ¢alismalar CP’nin polimorfoniikleer noétrofil dolasimindaki gegici
azalmaya, dolayisi ile kemik iligindeki kan yapici dokularda akut hasara sebep oldugunu
gostermistir. CP ayn1 zamanda mikrozomal enzim sistemi aktivitesinde azalmaya ve yine
ayn olgiitte lenfoid dokularin direk ¢okiisiinden dolay1 bagisikligin diigmesine neden olur.
Bu yiizden yeterli spesifik immiin yanitin olugmasi 6nlenmis olur (Kumari ve Shaoo,
2005). Yapilan diger ¢aligmalarda ise CP’nin, spermin bag bolgesindeki temel proteinlerin
yap1 ve bilesiminde degisikliklere ve sperm hizinda anormal bir bigimde artisa neden

oldugu gosterilmistir (Selvakumar vd., 2006; llbey vd., 2009).

peroksidasyon

Protein
oksidasyonu

Oksidatif stres

1

( Si i
NO,,NO; —— [6oNOO- ‘-NO —
I pox Oksidatif patlamalar
CAT ] soD =

H. O H,O, —— Hicresel solunum

2
GPx
GSH GSsSG Cevresel faktorler

L2

Sekil 3.4.2. Akrolein tiroepitelyal hiicreye girmesi, reaktif oksijen tilirevlerinin
dretimi ve  INOS aktivasyonunun artmasiyla baslayan ve DNA hasariyla
sonuglanan siire¢ (Korkmaz et al., 2005).
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3.5. Selenyumun Genel Ozellikleri

Selenyum (Se) adi, eski Yunanda ay tanrigasi Selene’den gelmektedir. 1800’lerin
basinda modern kimyanin kurucularindan olarak nitelendirilen Isvegli Jons Jakob Berzelius
tarafindan ilk kez kesfedilmistir. Ancak bir asir sonra eser element olarak fonksiyonlari
tamimlanmaya baslanmistir (Kohrle, 1999). Yiiksek konsantrasyonlari toksik olan bu
ametalin eser element olarak diisiik konsantrasyonlari viicut icin esansiyeldir. Deniz
tiriinleri, yumurta ve karacigerin yapisinda bolca bulunur, viicudumuzda bir¢ok enzimin

kofaktoriidiir ve temel olarak antioksidan fonksiyonuyla bilinen esansiyel bir iz elementtir.

Selenyum, insanlarda organizmay1 oksidatif hasarlardan koruyan GPx’in, iyodo
tirozin deiyodinazin ve selenoprotein P’nin de dahil oldugu pek ¢ok metabolik siirecte rol
oynar (Kohrle vd., 2005). Se ayni zamanda tiyoredoksin rediiktazin bir bilesenidir ki bu
enzim DNA sentezinde, oksidatif strese karsi savunmada rol oynayan ve protein

onariminda gerekli olan dnemli bir enzimdir (Miller vd., 2007).

Biriktirici 6zelligi nedeniyle killi topraklarda yetisen bitkilerde Se miktar1 daha
fazladir (Akkus vd., 1991). Et, deniz iriinleri ve balik da ¢ok iyi birer Se kaynagidir. Ote
yandan meyve ve sebzeler (mantar ve sarimsak harig), siit ve siit {irlinleri (yumurta, bazi
peynirler ve tereyagi harig), yaglar, icecekler ve pek ¢cok bebek mamasi Se agisindan fakir
gidalardir. Hayvanlarda en ¢ok bobrek korteksinde birikir. Kalp kas1 disinda diger kaslarda
Se diisiik, karacigerde ise orta diizeydedir. Siitte toksik seviyede Se bulunmaz. Az miktarda

icme suyunda da bulunur (Neve vd., 1985; Akkus vd., 1991; Yanardag ve Orak, 1999).

Oral kullanilan antioksidanlar arasinda bulunan Se iz elementi antimutajenik ajan
olarak bilinir. Normal hiicrelerin malin transformasyonunu engeller ve p53°ii diizenler.
Genel olarak selenoenzimlerin hiicre boliinme kontroliinde, oksijen metabolizmasinda,
detoksifikasyon siirecinde, kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesinde, onkogen
inaktivasyonunda, immiin sistem fonksiyonlarinda gorevi vardir. Giinde 200 pg Se
kullaniminin akciger, kolon ve prostat kanseri riskini azalttig1 gosterilmis olmakla beraber,

deri kanseri riskinde degisme goriilmemistir (Valko vd., 2006).



14

3.5.1. Selenyumun fizyolojik yapisi ve rolii

Selenyum biyolojik etkilerini, yapisinda baslica selenosistein aminoasidi bulunan
selenoproteinler yoluyla gostermektedir. Bazi enzimlerin yapisinda yer alan selenosistein,
aslinda sistein amino asidinde bulunan siilfiir atomlarindan birinin yerine selenyum atomu
gecmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Selenosisteinler, biyolojik pH'de anyonik halde bulunur ve
bu sayede elektron alisverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin gergeklesmesini
saglarlar (Rayman, 2000). Selenoproteinler ise, selenosistein rezidiileri igeren protein
yapilaridir. Se eksikliginin aslen selenoproteinlerin olusmasinda aksama sonucu klinik

bulgulara neden oldugu diisiiniilmektedir.

Dort Se atomu, hayvanlarda vitamin E ile sinerjik etki gosteren, gili¢lii bir AO
gorevi olan GPx enziminde sistein rezidiisiine kovalent bagli olarak yer alir. Dokularin
sitoplazma ve mitokondrilerinde yer alan GPx, hiicre icinde organik peroksit ve H,O»
birikimine karsi baslica koruyucu AO enzimdir. Ozellikle membran lipidlerini,
peroksidasyona kars1 korur ve bu sayede hiicre membranlarinin biitiinliigiiniin korunmasini

saglar (Lawrance vd., 2003).

Selenyum iz element olarak inflamatuvar, immiin diizenleyici ve endokrin
fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in hem yapisal ve hem de kofaktdr olarak rol alir. GPx’lerin
en az yedi izoenzimi tanimlanmistir (Stawicki vd., 2007; Utomo vd., 2004). GPx1, en sik
rastlanan formdur ve neredeyse tiim memeli dokularinda bulunmaktadir. Giiglii bir serbest
radikal oldugu bilinen hidrojen peroksidi suya doniistiirme reaksiyonunu katalize eder.
Boylece organizmayi1 oksidatif hasarlanmadan korur. GPx1 hiicre sitoplazmasinda bir
antioksidandir ve Se deposu olarak gorev yapar. Glutatyon peroksidazin yapisi
incelendiginde selenosistein rezidiisii igeren tetramerik bir selenoproteinden olustugu
anlagilmistir. Yapida asil fonksiyon goren kisim selenosistein ucudur, selenosistein
icermeyen formlari islevsizdir. Her bir GPx farkli bir selenoprotein olmasina ragmen hepsi
AO enzimler olup hidrojen peroksit veya hidroperoksitler gibi potansiyel zarar verici
ROT’larm su ve alkol gibi zararsiz iirlinlere indirgenmelerini GSH’nin oksidasyonu ile

saglarlar (Brown ve Arthur, 2001).
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3.5.2. Selenyumun viicuda tasinmasi

Atmosferdeki Se, toprak ve bitkiler tarafindan alinarak gida zinciri ile insanlara ve
hayvanlara geger. Hayvanlarin baslica Se alimlar1 yemle birlikte gergeklesir (Shamberger,
1984). Bitkisel Se kendini daha ¢ok selenometiyonin olarak gosterirken, hayvanlarda

oncelikli formu selenosisteindir (Lawrence vd., 2003).

3.5.3. Selenyumun depolanmasi ve viicuttaki diizeyi

Selenyum, basta bobrekler olmak {izere karaciger, dalak, hipofiz ve pankreas gibi
glandiiler dokularda birikmektedir (Arthur, 1997). Duodenum ve proksimal jejenumdan
etkili olarak emilir, karaciger ve eritrositler tarafindan hizla alindiktan sonra metabolize
olmus formda plazmaya doner. Eritrositler tarafindan indirgenerek plazma proteinlerine
baglanabilecek hale gelir. Alinan Se’un %55-60’1 idrarla atilir. Toksik seviyelerdeki Se’un
ter ve solunumla atilimi 6nem kazanir (Neve vd., 1985). Selenyum vitamin E ile yakin
iligkili olup bu vitaminle birlikte biyolojik membranlar1 oksidatif dejenerasyondan

koruyarak doku yikimini 6nlemektedir (Arthur, 1997).

Selenoprotein P, plazmadaki Se yaklasik %60’ olusturur ve tasiyicit protein
olarak rol alir. Plazmada bulunmasinin yanisira vaskiiler endotelyal hiicreler ile de baglanti
halindedir. Selenoprotein P'nin fonksiyonu tam belirlenememis olmasina ragmen,
peroksinitrit denen serbest radikaller tarafindan zarar gdrmiis endotelyal hiicrelerinin
antioksidan1 oldugu diisiiniilmektedir. Se’un bazi1 kanser tiplerine karst koruyucu
olabilecegi, erkek fertilitesini artirdigi, kardiyovaskiiler mortalitede azalma sagladigi ve
astimda inflamatuvar aracilarin yapimini baskiladigi gosterilmistir (Arthur ve Brown,

2001).

Selenyumun viicuttaki diizeyi, serum, plazma ve idrarda Se konsantrasyonu ve
eritrositlerde GPx’in aktivitesi olarak tayin edilmektedir. En sik kullanilan parametre
plazma (veya tam kan) Se konsantrasyonudur. Saglikli insanda normal degerler ileri
derecede degiskenlik gdstermekte olup cografi duruma, toprak ve gidalardaki Se miktarina
baglidir. Alinan Se miktarinin ani azalmasi plazma konsantrasyonuna ve idrarla atilan Se

miktarina hemen yansimaktadir. Keza Se konsantrasyonu yiiksek olan trombositler kisa
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Omiirleri nedeniyle kisa siireli degisimlere duyarhidir. GPx aktivitesi ve sa¢ ve tirnaktaki
Se konsantrasyonlar1 ise uzun siireli Se miktar1 hakkinda bilgi verir, kisa siireli Se

degisimlerine ise duyarl degildir (Neve vd., 1985).

3.5.4. Selenyum fazlahg

En belirgin bulgu sa¢ ve tirnaklarin dokiilmesidir. Deri ve sinir sistemi lezyonlari
ve dis bozukluklart olusur. Diisiiklere yol agabilir ancak teratojenik etkiye ait delil yoktur.
Kronik Se temasina tipik bir hastalik belirlenmemisse de akut intoksikasyonu tespit
edilmistir. ilk belirtiler bulant1, kusma ve diyaredir. Birka¢ hafta sonra saglar dokiilmeye
baslar ve tirnaklarda patolojik degisiklikler olusur. Gegici EKG degisikligi, karaciger
fonksiyon bozuklugu ve sarimsak kokulu solunum da bildirilmistir. Retikiilo endotelyal

neoplazi de serum Se seviyesi yiiksek bulunmustur (Akkus vd., 1991; Neve vd., 1985).

3.5.5. Selenyum eksikligi

Eksiklik organizmanin besinsel ihtiyaci ile diyetteki biyolojik olarak kullanilabilir
element arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Ya selenyum arzi azalmis ya da
talebi artmistir. Jeokimyasal etmenler endemik yetersizlik sahalarmmin ve buna bagh
hastaliklarin olusmasina sebep olurlar. Yeme aliskanliklar1 da Se eksikligine neden olabilir.
Mide salgisini etkileyen patolojiler eser elementlerin emilimini etkileyebilir. Keza piirifiye
parental veya enteral beslenme vejetaryen rejimler, bazi mamalarla beslenme ve total
parenteral beslenme Se eksikligi olusturabilir (Akkus vd., 1991; Mertz vd., 1989; Neve vd.,
1985). Buna iliskin ilk kanitlar 1979 yilinda Cin’de bilim adamlarinin Se eksikligi ile
karakterize olan Keshan ve Kashin-Beck’s hastaligini bulmalari ile elde edildi. Keshan
hastalig1 kardiyojenik soka ve bazi durumlarda konjestif (kan gdllenmesine sebep olan)
kan yetmezligine neden olabilen bir kardiyomiyopatidir. Kronik durumlarda hasta gesitli
derecelerde kalp yetmezligi ve kalp biiylimesi ile karsi karsiya kalir (Burk ve Levander,
1999; Groff vd., 1995). Keshan hastaligi genellikle ¢ocuklar1 ve geng bayanlari etkilerken,
Kashin-Beck’s hastaligi erken genglik doneminde etkisini gosterir. Bu hastalik cesitli
tiplerde kireglenme ile sonuglanir. Hastalik genellikle sinirlerin ve kikirdak doku
hiicrelerinin bozulmasi ile karakterizedir. Kikirdak doku hiicrelerinin harabiyeti, ciicelik ve

eklem bozulmalarina neden olur (Burk ve Levander, 1999).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlan

Deneysel ¢alismamizda saglikli, erkek, 220+20 gram agirlikta, 3 aylik Spraque-
Dawley cinsi albino sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlar1 Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Biitiin
deney hayvanlar1 enjeksiyondan once bir haftalik karantinaya alindi ve deney siiresince
12:12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22 C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda, polikarbonat seffaf kafeslerde barindirildi ve gerektigi kadar pellet
yem ve ¢esme suyu verildi. Bu ¢alisma ESOGU Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
27.02.2013 tarihli ve 320/2014 nolu karar1 ile kabul edilmistir. Karar 6rnegi ektedir.

4.2. Deney Gruplar:

Deney hayvanlar arasindan rastgele secimle her birinde 7’ser sigan olmak {izere
kontrol grubu dahil toplam 6 grup olusturuldu. Bunlar:
Grup 1 (Kontrol Grubu): Her hayvana 0,5 mL serum fizyolojik enjekte edildi.
Grup 2: Her hayvana 150 mg/kg tek doz CP enjeksiyonu yapildi.
Grup 3: Her hayvana 0.5 mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.
Grup 4: Her hayvana 1 mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.
Grup 5: 150+0.5 mg/kg CP+Se enjeksiyonu yapildi.
Grup 6: 150+1 mg/kg CP+Se enjeksiyonu yapildi.



Cizelge 4.2.1. Uygulanan siklofosfamid ve selenyumun gruplara gére dagilimi.
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Dozlar/ 150 mg/kg 0.5 mg/kg 1 mg/kg SF
Gruplar CP Se Se
1. Grup (Kontrol) +
2. Grup +
3. Grup +
4. Grup +
5. Grup + +
6. Grup + +

Cizelge 4.2.2. Siklofosfamid ve selenyumun gruplara uygulanma bigimi.

Giin/
Verilen
madde 1 2 3 4 5 6
Kontrol SF SF SF SF SF SF
CP SF SF SF SF SF CP+SF
Se Se Se Se Se Se Se
CP+Se Se Se Se Se Se CP+Se

4.3. Kimyasal Maddeler Ve Enjeksiyonlari

Deneyde 2, 5, 6. gruplara tek doz intraperitoneal (i.p) olarak uygulanan CP (Sigma
C0768-10G, Amerika) ve 3, 4, 5, 6. gruplara i.p olarak kullanilan Se (Sigma 209643-50G,
Amerika) ticari olarak temin edildi. CP’nin 150 mg/kg’lik tek dozu kullanildi (Cizelge
4.2.1.). Deneylerimizde Se’un iki farkli dozu (0.5 ve 1 mg/kg) kullanild1 (Cizelge 4.2.1.).
Siganlarda Se’un i.p letal dozu (LD50) 4.25 mg/kg olarak belirlenmistir (Reid vd., 2004).

CP’nin 500 mg’1 25 mL bidistile suda eritilerek 25 mL/500 mg CP igeren ¢ozelti
hazirlanmigstir. Se’un ise 0.5 ve 1 mg/kg’1 0.5 mL serum fizyolojikte (SF) eritilerek ¢ozelti
hazirlanmistir. Bu kimyasal maddeler ve kontrol gruplarina uygulanan gerekli dozlardaki
serum fizyolojik i.p olarak verilmistir. Biitlin hayvanlar ilk enjeksiyondan ve
sakrifikasyondan once tartilarak agirliklari saptanmigtir. Sadece CP verilen 1. gruptaki

hayvanlar CP enjeksiyonundan 24 saat sonra anestezi edilmistir (7.giin).
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Se ile birlikte CP verilen gruplarda, Se uygulamasina CP uygulamasindan bes giin
once baglanmis ve deney sonuna kadar devam edilmistir. Altinc1 glinde hayvanlar tekrar
tartilarak uygulanacak CP dozu belirlenmis boylece altinct giin CP+Se verilmistir. Se’un
CP ile birlikte 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlarindan bagka, 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar1 da tek
basina kullanilmistir (Cizelge 4.2.2.). Yedinci giin hayvanlar anestezi edilerek kan ve

kemik iligi almmustir (Ayhanci vd., 2008).

4.4. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tim deneysel calismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak

gerceklestirildi.

Ketamin/ksilazin (50/10 mg/kg) ile anestezi edilmis hayvanlardan intrakardiyak kan
alim1 yapildi. Kan 6rneklerinin 1/5° lik kismi EDTA’l1 tiiplere konularak MS 4S model kan

sayim cihazinin sigan kalibrasyonunda sayimi1 yapildi.

Kan aliminin ardindan hafif ketamin/ksilazin anestezisi ile 6ldiiriilecek hayvanlarin
bir femuru kaslarindan iyice temizlenerek ortaya ¢ikarildi. Kemik iki ucundan kesilerek bir
pens yardimi ile tutularak, enjektordeki serum fizyolojik femurun bir ucundan basingla
figkirtilarak 1ligin tamaminin tiipe gegmesi saglandi. Toplam 5mL serum fizyolojik ve
kemik 1iligi igerikli dereceli tiipteki hiicrelerin dagilimmin homojen olabilmesi i¢in ayni
enjektor ile tiipteki sivi birkac defa cekilip bosaltildi. Bu islemler yapilirken (hiicrelerin
zarar gérmemesi i¢in) sivinin kdpiirmemesine dikkat edildi. Kemik iligi igeren tiipler 3000
devirde 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan enjektor ile alindi. Dereceli tiipte 1 mL
serum fizyolojik ile hiicreleri iceren bu karisim tekrar enjektor yardimiyla birkag kez
cekilip bosaltilarak homojen hale getirildi. Daha sonra kan parametreleri sayiminda oldugu

gibi kemik iligi hiicreleri de kan sayim cihazinda sayilarak elde edilen veriler kaydedildi.
4.5. Istatistiksel Degerlendirmeler
Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde ‘SPSS 18.0

for windows’ versiyonu bilgisayar paket programi kullanilmistir. ESOGU” niin bilgi islem

merkezinin lisansli programidar.
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Kan serumlarinda analizi yapilacak olan periferik kan hiicreleri (16kosit ve trombosit) ve
kemik iligi hiicre sayimindan elde edilen veriler; gruplar arasindaki farklilik durumlar

Kruskal Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks ile degerlendirilmistir.

Tiim istatistiksel uygulamalar sonucunda sayisal degerler (p) olarak ortaya ¢ikan

deney gruplari arasindaki farklar p<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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S. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Fizyolojik Bulgular

Cizelge 4.1.1°de 150 mg/kg CP, 150+0.5 mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se
uygulanan deney gruplarinin ve serum fizyolojik verilen kontrol gruplarinin MDA ve GSH

ortalama degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi gosterilmistir.

Cizelge 4.1.1.de gortldigi gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, MDA degeri kontrol grubuna gore ileri derecede onemli bir artig
(%64) gostermistir (p<0.001). Bu deney grubunun GSH degeri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise ileri derecede 6nemli bir azalis (%105) gostermistir (p<0.001).

150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan grubun MDA degerinde kontrol grubuna gore %1°lik bir
azalma goriilmiis ancak bu azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bu
deney grubunun GSH degeri kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise ileri derecede dnemli

bir azalma (%31) gostermistir (p<0.001).

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
MDA degerinde kontrol grubuna gore %]1’lik bir artis olmasma ragmen, bu artis
istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bu deney grubunun GSH degeri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise ileri derecede 6nemli bir artis (%31) gostermistir

(p<0.001).

0.5 mg/kg Se ve 1 mg/kg Se uygulanan deney gruplarinin ve serum fizyolojik
verilen kontrol gruplarinin MDA ve GSH ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi

Tablo 4.1.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1.2.°de de goriildiigii gibi 0.5 mg/kg Se verilen deney grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, MDA degerinde %17°lik bir diislis goriilmesine ragmen bu

azalis istatistiksel acidan anlamli bulunmamustir (p>0.05). Bu deney grubunun GSH degeri
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kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ise, GSH degerindeki %4’liik bir azalma istatistiksel
acidan anlamli bulunmamstir (p>0.05). 1 mg/kg Se verilen deney grubu MDA ve GSH

degerleri bakimindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1 mg/kg Se verilen deney
grubunun kontrol grubuna gére MDA ve GSH degerlerindeki sirasiyla %8 ve %9’luk

azaliglar istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p>0.05).

150 mg/kg CP, 150+0.5 mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan deney
gruplariin ve serum fizyolojik verilen kontrol gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi
cekirdekli hiicrelerinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi Tablo 4.1.3.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1.3.’de goriildiigt gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu
ile 16kosit sayis1 bakimindan karsilastirildiginda, 150 mg/kg CP verilen deney grubundaki
16kosit sayisi kontrole gore ileri derecede onemli bir azalis (%317) gostermistir (p<0.001).
Bu deney grubunda trombosit sayis1 da kontrole gore ileri derece 6nemli bir azalma (%36)
gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP verilen deney grubunun kemik iligi ¢ekirdekli hiicre

say1st kontrole gore ileri derecede 6nemli bir azalma (%481) gostermistir (p<0.001).

150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubu ile lokosit sayisi
bakimindan karsilastirildiginda, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki 16kosit
sayist kontrole gore ileri derece onemli bir azalma (%104) gostermistir (p<0.001). Bu
grupta trombosit sayisinda kontrole gore %15°lik bir azalma olmasina ragmen bu azalis
istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan
gruptaki kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 kontrole gore ileri derecede 6nemli bir azalma

(%173) gostermistir (p<0.001).

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu lokosit sayist bakimindan kontrol ile
karsilastirildiginda, 16kosit sayis1 kontrol grubuna gore ileri derecede 6nemli bir azalma
(%30) gostermistir (p<0.001). Bu deney grubunda trombosit sayisinda %0.3 liik bir azalma
olmasina ragmen bu azalis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ayrica
kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisit kontrolle karsilagtirildiginda ileri derecede 6nemli bir

azalma (%23) gostermistir (p<0.001).
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0.5 mg/kg Se ve 1 mg/kg Se uygulanan deney gruplarimin ve serum fizyolojik
verilen kontrol gruplarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerinin

ortalama degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi Cizelge 4.1.4.”de gosterilmistir.

0.5 mg/kg Se verilen deney grubu kontrol grubu ile 16kosit sayisi bakimindan
karsilastirildiginda, 0.5 mg/kg Se verilen deney grubundaki 16kosit sayis1 kontrole gore
%0.7°lik bir artis gostermis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Bu deney grubunda trombosit sayisinda kontrole gore %12’lik bir azalma
olmasina ragmen bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). 0.5 mg/kg
Se verilen deney grubundaki kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisi kontrole gore % 3

oraninda artmistir (p>0.05).

1 mg/kg Se verilen deney grubu kontrol grubu ile 16kosit sayist bakimindan
kiyaslandiginda, 1 mg/kg Se verilen deney grubundaki 16kosit sayis1 kontrole gore %4
oraninda artmistir (p>0.05). Bu deney grubunda trombosit sayist kontrole gore %0.1°1ik bir
artis gostermistir (p>0.05). 1 mg/kg Se verilen deney grubundaki kemik iligi ¢ekirdekli

hiicre sayisi1 kontrole gore ileri derecede 6nemli bir artis (%9) gostermistir (p<0.001).

0.5 mg/kg Se uygulanan deney grubu ile 1 mg/kg Se uygulanan deney grubu MDA
ve GSH seviyeleri bakimindan karsilastirnldiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamaistir (p>0.05). Bu gruplar arasinda 16kosit ve trombosit sayilari
arasinda da anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05). 1 mg/kg Se verilen deney grubunun
kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 0.5 mg/kg Se verilen deney grubuna gore ileri derecede

onemli bir artis (%5) gostermistir (p<0.001).

150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan deney grubu ile 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan
deney grubu MDA ve GSH seviyeleri bakimindan kiyaslandiginda, 150+0,5 mg/kg CP+Se
ve 150+1 mg/kg CP+Se gruplart arasinda MDA miktar1 bakimindan anlamli bir fark
bulunmazken (p>0.05); 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH miktar1
150+0,5 mg/kg CP+Se verilen deney grubunun GSH miktarina gore, Se’un doz artisina
paralel olarak ileri derecede 6nemli bir artis (%73) gostermistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg
CP+Se uygulanan deney grubu ile 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan deney grubu 16kosit,
trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 bakimindan kiyaslandiginda, 150+1 mg/kg
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CP+Se uygulanan deney grubunun I6kosit sayis1 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan
deney grubunun 16kosit sayisina gore ileri derecede Onemli bir artis (%57)
gostermistir.150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunun trombosit sayisinda, 150+0.5
mg/kg CP+Se verilen deney grubunun trombosit sayisina gore %14’liik bir artis olmasina
ragmen bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Kemik iligi ¢ekirdekli
hiicre sayis1 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen

deney grubuna gore, ileri derecede 6nemli bir artis (%121) gostermistir (p<0.001).



Cizelge 5.1.1. 150 mg/kg CP, 150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se deney gruplari ile kontrol grubu arasindaki MDA ve GSH seviyelerinin karsilastiriimasi

Gruplar (n=7) MDA (nmol/mL) P GSH (uM GSSG) P

1 .Grup (Kontrol) 0,485+0,0795 5,809+1,107

kkok kkok
2. Grup (150 mg/kg CP) 0,798+0,0890 2,820+0,526
1 .Grup (Kontrol) 0,485+0,0795 5,809+1,107

0 kkok
5. Grup (150+0.5 mg/kg CP+Se) 0,476+0,0895 4,414+0,688
1 .Grup (Kontrol) 0,485+0,0795 5,809+1,107

0 kkk
6. Grup (150+1 mg/kg CP+Se) 0,490+0,102 7,659+1,146

0: p>0.05, fark yok
*: p<0.05, fark var

** 1 p<0.01, 6nemli fark var
*%% : p<0.001, ileri derecede 6nemli fark var

S¢



Cizelge 5.1.2. 0.5 ve 1 mg/kg Se deney gruplari ile kontrol grubu arasindaki MDA ve GSH seviyelerinin karsilastirilmasi

Gruplar (n=7) MDA (nmol/mL) p GSH (uM GSSG)
1. Grup (Kontrol) 0,485+0,0795 5,809+1,107
0
3. Grup (0.5 mg/kg Se) 0,412+0,0948 5,580+1,105
1. Grup (Kontrol) 0,485+0,0795 5,809+1,107
0
4. Grup (1 mg/kg Se) 0,445+0,0855 6,336+1,451
0: p>0.05, fark yok ** 1 p<0.01, dbnemli fark var
*: p<0.05, fark var **% 1 p<0.001, ileri derecede dnemli fark var

9C



Cizelge 5.1.3. 150 mg/kg CP, 150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se deney gruplari ile kontrol grubu arasindaki l6kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayilarmin

karsilastirilmasi
Gruplar Lokosit P Trombosit P Kemik iligi P
(n=7) (X103 /uL) (X103 /uL) (X103 /uL)
1. Grup (Kontrol) 9,361+0,818 689,429+42.945 33,551+2,008
2. Grup kkk kkk kkk
150 mg/kg CP 2,243+0,239 506,714+33,084 5,766+0,596
1. Grup (Kontrol) 9,361+0,818 689,429+42.945 33,551+2,008
5. Grup soskok 0 soskok
150+0.5 mg/kg 4,573+0,336 598,000+64,846 12,259+1,279
CP+Se
1. Grup (Kontrol) 9,361+0,818 689,429+42.945 33,551+2,008
6. Grup soskok 0 soskok
150+1 mg/kg CP+Se 7,191£0,951 686,714+69,344 27,164+1,384

0: p>0.05, fark yok
*: p<0.05, fark var

** 1 p<0.01, 6nemli fark var
**% 3 p<0.001, ileri derecede dnemli fark var

LT



Cizelge 5.1.4. 0.5 ve 1 mg/kg Se deney gruplari ile kontrol grubu arasindaki 16kosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayilarinin kargilagtirilmasi

Gruplar Lokosit Trombosit Kemik Iligi P
(n=7) (X 103 /uL) (X 10%/pL) (X 10°/uL)

1. Grup (Kontrol) 9,361+0,818 689,429+42,945 33,551+£2,008
3. grup 0 0 0

0.5 mg/kg Se 9,427+1,068 611,1434+90,346 34,669+1,474

1. Grup (Kontrol) 9,361+0,818 689,429+42,945 33,551+£2,008

4. Gl‘llp 0 0 skk
1 mg/kg Se 9,787+1,013 690,714+57,893 36,709+1,122

0: p>0.05, fark yok ** 1 p<0.01, 6nemli fark var
*: p<0.05, fark var *%% : p <0.001, ileri derecede 6nemli fark var

8¢
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Biitiin deney gruplari MDA, GSH, l6kosit, trombosit ve kemik iligi degerleri

bakimindan ayr1 ayr karsilastirllmis; MDA, GSH, 16kosit, trombosit ve kemik iligi

degerleri ayrica grafiksel olarak da gosterilmistir.

0.2
086
0.4
0.2

MDA (nmol mL)

M N

Gruplar

ORontrol
BCP{150 mg'ke)
0.5 mg ke Se
O1mgkg Se
BCOPHD S mg ke Se
BCP+1mg'keg Se

Sekil 5.1.1. 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0,5 mg/kg Se verilen gruplar, 1
mg/kg Se verilen gruplar, 150+0,5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubu ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin MDA

diizeyleri.

Sekil 5.1.1.’de goriildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0.5 mg/kg Se

verilen gruplar, 1 mg/kg Se verilen gruplar, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1

mg/kg CP+Se verilen gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplar1t MDA seviyeleri

bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel acidan ileri derecede Onemli bir fark

gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar

MDA seviyesini kontrol diizeyine yaklastirmistir. Ayrica Se’un tek basina uygulanan 0.5

ve 1 mg/kg’lik dozlarinda da MDA diizeyi kontrol seviyesindedir.
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- % O Kontrol

0 * - -

2 19 BCP (150 mgkg)
i g 1 00.5mgkg Se

- . i 01 mgkg Se
=5 BCP+0.5 mg kg Se
$ 0+ - BCP+lmgkg Se

Gruplar

Sekil 5.1.2. 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0,5 mg/kg Se verilen gruplar, 1

mg/kg Se verilen gruplar, 150+0,5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1 mg/kg

CP+Se verilen deney grubu ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin GSH

diizeyleri.

Sekil 5.1.2.°de goriildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0.5 mg/kg Se
verilen gruplar, 1 mg/kg Se verilen gruplar, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1
mg/kg CP+Se verilen gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplart GSH seviyeleri
bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede Onemli bir fark
gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar
GSH seviyesini kontrol diizeyine yaklagtirmistir. Ayrica Se’un tek basina uygulanan 0.5 ve

1 mg/kg’lik dozlarinda da GSH seviyesi kontrol diizeyindedir.

_=:, = % Okontrol

S 12 BCP (130 mgka)
“ 13 I I oOd.5mg kg Se

z 6 I 01 mgkg Se

i 4 BP0 S mg kg Se
=z 2 OCP+1 me ke Se
z 97 o

- Gruplar

Sekil 5.1.3. 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0,5 mg/kg Se verilen gruplar, 1
mg/kg Se verilen gruplar, 150+0,5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubu ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin 16kosit
sayilari.
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Sekil 5.1.3.°te goriildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0.5 mg/kg Se
verilen gruplar, 1 mg/kg Se verilen gruplar, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1
mg/kg CP+Se verilen gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplar1 lokosit sayilari
bakimindan Kkarsilatirildiginda istatistiksel acgidan ileri derecede Onemli bir fark
gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar
16kosit sayisint kontrol diizeyine yaklastirmistir. Se’un ayri ayri uygulanan 0.5 ve 1

mg/kg’lik dozlar1 da 16kosit sayisini kontrol diizeyine yakin tutmustur.

- O kontrol

ﬁ: &00 T I 1 BCP (150 meke)

= = 600 e 005 mgke Se

"

£32 400 Ol mg ke Se

E < 200 BCP+0 .5 mgke Se

= 0 - BOP+]L mg ke Se
Gruplar

Sekil 5.1.4. 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0,5 mg/kg Se verilen gruplar, 1
mg/kg Se verilen gruplar, 150+0,5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubu ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarinin trombosit
sayilari.

Sekil 5.1.4.°te goriildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0.5 mg/kg Se
verilen gruplar, 1 mg/kg Se verilen gruplar, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1
mg/kg CP+Se verilen gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplari trombosit sayilari
bakimindan Kkarsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede Onemli bir fark
gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar
trombosit sayisin1 kontrol diizeyine yaklastirmistir. Se’un tek basina uygulanan 0.5 ve 1

mg/kg’lik dozlarinda da trombosit sayist kontrol diizeyine yaklasmigstir.
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Z 'E. O Fontrol

i 3 40 _ B CP (130 mgkg)
-"E E 30 . = O0.5mgkg Se

= 2 20 01 mgkg Se

E j 10 B CP+0.5 mgke Se
'g E 0 | - BCP+lmg kg Se
ol Gruplar

Sekil 5.1.5. 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0,5 mg/kg Se verilen gruplar, 1
mg/kg Se verilen gruplar, 150+0,5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubu ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplarmin kemik iligi
cekirdekli hiicre sayilari.

Sekil 5.1.5.’te de goriildigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 0.5 mg/kg Se
verilen gruplar, 1 mg/kg Se verilen gruplar, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruplar, 150+1
mg/kg CP+Se verilen gruplar ve 0.5 mL sf verilen kontrol gruplari trombosit sayilari
bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan ileri derecede Onemli bir fark
gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlari
kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisini kontrol diizeyine yaklastirmistir. 1 mg/kg Se
uygulanan gruptaki kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayist kontrol seviyesinin de iizerine

¢ikmuistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Normal dokular1 kemoterapi nedenli toksisitelerden korumak i¢in toksik olmayan
secici, hiicre koruyucu ajanlarin gelistirilmesi kanser kemoterapisi aragtirmalarinda biiytik

bir ¢181r agmaya adaydir.

Siklofosfamid, kanser ve malignant olmayan hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu
kanitlanmis genis klinik kullanimli alkilleyici bir ilagtir. CP’nin antitiimoral etkinligi,
yiiksek dozda kullanilabilmesine baghidir. Ancak yiiksek doz CP’nin klinik yararlanimi
immiinosupresyon ve tirotoksisite nedeniyle sinirlidir (Moore vd., 1995; Perini vd., 2007;
Sugumar vd., 2007; Abraham ve Isaac, 2011). Bir deneysel ¢alismada da 20 ve 40 mg/kg
CP’nin siganlarda dalak ve kemik iliginde mutajen oldugu gosterilmistir (Moore vd.,
1995). ideal olarak, kanser kemoterapisinde kullamilan ilaclar kanser hiicrelerini yok
ederken, normal dokular1 olumsuz bi¢imde etkilememelidir. Ancak bugiin de kullanilan CP
gibi yiiksek doz alkilleyici (DNA’y1 etkileyen) ajanlar bu kosulu tam olarak yerine
getirmemektedir (Katzung, 2001).

CP’nin iki aktif metaboliti FAM ve ACR’dir. CP’nin antineoplastik etkileri FAM
ile iliskilidir. FAM’mm DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin
bagisiklik baskilayici ve antitlimor etkilerine aract oldugu diisiiniilmektedir (Kawabata vd.,
1990). CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti olan ACR ile ilgilidir. ACR doku AO savunma
sistemine miidahale ederek yliksek oranda SOR olusumuna yol agar ve memeli hiicreleri
icin mutajeniktir. ACR kaynakli olusan SOR’lar; enzim, reseptor, iyon pompalart gibi
molekiillerle birleserek onlarin iglevlerini bozarlar (Senthilkumar vd., 2006). Neoplastik
hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, ACR’nin toksik yan etkilerinden ka¢inmak i¢in
baz1 AO ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin detoksifiye edilmesi gerekir.

CP’nin toksik etkilerini onleyerek daha yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak
saglayan yontemler gelistirilmis ise de halen ila¢ uygulama sistemleri daha duyarh

olabilecek yontemlerin arayisi i¢indedir (Ayhanci vd., 2008).
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Gerek kemik iliginde gerekse periferik kanda yaptigimiz incelemelerden elde
ettigimiz bulgular arastiricilar tarafindan ileri siiriilen bulgulara benzemektedir. Nitekim
sadece 150 mg/kg CP uyguladigimiz hayvanlarin 16kosit, trombosit ve kemik iligi
cekirdekli hiicre sayilarinda kontrole gore belirgin azalmalar kaydedilmistir (p<0.001).
Ayrica bu deney grubunun SOR kaynakli olusan MDA diizeyleri kontrol grubuna gore
belirgin derecede artmis (p>0.001), antioksidan Ozellikli GSH seviyeleri de kontrol

grubuna gore belirgin derecede azalmistir (p<0.001).

Oksijenli solunum yapan canlilarda, SOR’lar kaginilmaz bir sekilde olugsmaktadir.
Bu radikaller siiperoksit, hidrojen peroksit, serbest hidroksil radikali ve bunlarin etkisiyle
olusan lipit peroksitleri ve diger benzer tiirevleri hiicrenin farkli kisimlarinda bulunan
protein, karbohidrat, lipit ve DNA gibi molekiilleri etkileyerek 6nemli degisikliklere neden
olurlar. Ozellikle hiicrelerde bulunan doymamis yag asitleri bunlar igin ¢ok iyi birer

hedeftirler (Karatas vd., 2006).

Serbest radikaller; ortaklanmamis elektron igeren, reaktif ve kisa Omiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem normal metabolizmanin yan iriinii olarak hem de
ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Bir¢ok hastalik,
doku yikimi, serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu sonucu olusur. Organizmada serbest

radikal reaksiyonlar1 birgcok AO sistemi ile kontrol edilir.

AO’lar serbest radikal olusumunu Onleyen veya zincir kiran yapilar olarak is
goriirler. Serbest radikallerin olusum hizi, bunlan etkisiz hale getiren veya azaltan katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi endojen AO
enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece, organizma
etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya baslar ve oksidatif
stres seklinde etkilerini gosterirler (Kurt vd., 2005). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
da AQO’larin karsinojenezin baglama ve gelisme donemini baskiladiklari, hiicre 6liimii ve

degisimini onlediklerini gdstermistir (Iscan ve Coban 1998).

Bazi in vivo ve in vitro bulgular sitotoksik ajanlarin neden oldugu hiicresel

toksisitelerin bu AO’lardan biri olan Se’un kullanilmasiyla 6nemli 6lciide dnlenebilecegini
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gostermektedir. Se’un, lipit peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre zarin1 koruyucu
roliiniin yan1 sira (llio vd., 1987), antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemoterapotik
ajanlarla sinerjistik etkili oldugu (Dai vd., 1999) ve antineoblastik ilaglarin terapotik
etkinligini arttirdi1, sisplatin gibi sitotoksik ajanlarin toksik yan etkilerini azalttig

bildirilmistir (Yang vd., 2000).

Se bilesiklerinin yogun bir sekilde kimyasal Onleyici ajanlar olarak
degerlendirilmesine ragmen, bu ajanin potansiyeli ile ilgili baz1 yayinlarda antikanser
ilaglarin organizmay1 koruyucu etkilerinde ve toksisitelerinin modifikasyonlarinda etkili

oldugu degerlendirilmektedir (Cao vd., 2004).

Se, organizmalar i¢in esansiyel bir iz mineral olup organizmada doymamis yag
asitlerinin oto-oksidasyonunu engeller. Bunun nedeninin, selenyumun serbest radikalleri
inaktive eden ve bdylece lipit peroksidasyonunun olusmasini engelleyen ‘glutatyon
peroksidaz’ enziminin merkez katalitik yapisin1 olusturmasindan kaynaklandig

belirtilmektedir (Tos-Luty vd., 2003).

Arasgtirmacilar Se’un, glutatyon peroksidaz enzim sisteminin esansiyel bir pargasi
oldugunu buldular (Burk vd., 1999). Bizim g¢alismamizda da giiglii antioksidan etkisi
bilinen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlariin 150 mg/kg CP nedenli hematoksisiteyi dnemli

Olctlide diizelttigi gézlenmistir.

Se normal biiylime ve hiicre fonksiyonlar: i¢in gerekli olan bir iz elementtir. Hem
eksikligi hem de fazlalig1 hastalik ya da toksisiteye neden olur ve eksikligi ile toksisitesi
arasindaki sinir ¢ok dardir. Se’un besinsel gerekliligi hiicresel redoks stireglerine katilan
tiyoredoksin rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve diger bir¢ok kritik enzim ile iligkilidir. Bu
selenoproteinler, memelilerde tiimdr gelisiminin baskilanmasinda rol alir. Bu etkiyi hiicre
dongiisiiniin redokslarini, biiyiimeyi tesvik eden transkripsiyon faktorlerini ve apoptozisini

kontrol ederek yaparlar (Ramos vd., 2004).

Se’un verilmesi ile klinik bulgularin normale donmesi selenyumun sitoprotektif
etkileri oldugu yoniindeki diisiinceleri giiclendirmektedir. Se’un antikanser roliine ek

olarak, ¢esitli agir metallerin (Cd, Pb, Ar gibi) belirgin toksik etkilerine kars1 dayaniklilik
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saglama yetenegi tespit edilmistir. Se’un kadmiyum ile birlikte uygulandig1 deneysel bir
caligmada, kadmiyum tarafindan karaciger ve bobrekte olusturulan hasar Se tarafindan
anlamli bir sekilde azaltilmistir (Khattab, 2007). Insan bas, boyun ve kolon karsinomu
tagtyan geng farelere uygulanan antikanser ilaglarla birlikte verilen 0.2 mg/kg Se’un

oldukga yiiksek bir koruyucu etki gésterdigi saptanmustir (Cao vd., 2004).

Bu c¢alismada 150 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, MDA degeri kontrol grubuna gore ileri derecede dnemli bir artis (%64)
gostermistir. Bu deney grubunun GSH degeri kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise ileri

derecede 6nemli bir azalis (%105) gostermistir.

150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH seviyesi, kontrole gore %31
artarken MDA seviyesi %1 oraninda azalmis, 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney
grubundaki GSH seviyesi, 150 mg/kg CP alan gruba gore ise %56 oraninda artmis MDA
seviyesi %67 oraninda azalmistir. GSH seviyesindeki bu artis ve MDA diizeylerindeki bu
azalmalar, muhtemelen ACR’nin neden oldugu serbest radikal artisinin ve buna bagh
olarak gelisen sitotoksisitenin, Se varliginda GPx enzim aktivitesinin ve rediikte glutatyon
diizeyinin artirilarak serbest radikallerin 6nemli 6l¢iide bertaraf edilmesiyle agiklanabilir.
Diger yandan 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunun, GSH seviyesi kontrole gore
%31, MDA diizeyi ise %1 oraninda artmistir. 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunun
GSH seviyesi 150 mg/kg CP alan gruba gore ise, %171 oranlarinda artarken, MDA diizeyi
%38 oraninda azalmistir. Sadece 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen gruplarda GSH ve MDA
diizeyleri kontrole gore anlamli bir farklilik gostermemesine ragmen, 150+0.5 mg/kg
CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se dozlariin, GSH diizeylerini kontrole gore 6nemli oranda
artirmas1 ve MDA diizeylerini 6nemli oranlarda azaltmasi, Se’un antioksidan etkinliginin

oksidatif stres aninda arttig1 ve oksidatif streste daha etkin oldugu anlamina gelebilir.

Deneysel bulgularimiza gore, diisiik dozda (0.5 mg/kg) Se uygulandiginda da
hematopoietik sistemde bir iyilesme saglandigi ancak, 1 mg/kg Se kadar etkili olmadigi
goriilmiistiir. Bu sonug, yliksek doz CP ile birlikte nispeten yiiksek doz Se (1mg/kg)’un
daha koruyucu oldugu anlamina gelebilir. Deneysel verilerimize gére Se, CP nedenli

toksisitelerin 6nlenmesinde etkili bir ajan olup kemoterapétik ilag protokollerinde yer
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alabilir ancak, Se’un farkli dozlarinin denenmesi daha yararli olan dozunu ortaya koyabilir.

Buna bagli olarak yeni ve kapsamli ¢caligmalara ihtiyag olabilecegini diistinmekteyiz.

Bulgularimiz CP uygulamasinin toksik metabolitlerinden dolayr periferik kan ve
kemik iliginde oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Se 6n uygulamasi CP
nedenli miyelosupresyonu 6nlemede oldukea etkili olmustur. Bu durum Se’un antioksidan
kapasiteyi artirarak CP’nin toksik metabolitlerinin etkilerini 6nemli oranda azalttigi

seklinde yorumlanabilir.
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