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OZET

Antikanser bir ilag olan siklofosfamid (CP) iirotoksik etkilerinin yani1 sira
kardiyotoksik etkilerede sahiptir ve bu durum klinik kullanimini siirlamaktadir. CP’nin
kardiyotoksitesi iirotoksiteyle kiyaslandiginda daha az yaygindir ve su ana kadar CP
nedenli kardiyotoksisitenin mekanizmasini ¢alismak i¢in daha az 6nem verilmistir. Serbest

oksijen radikallerinin inflamasyon boyunca asir1 liretilmesi kalp hasarinin nedenlerinden

biridir.

Selenyum (Se) neredeyse biitiin dokularda redoks durumlarinda ve serbest oksijen
radikallerinin diizenlenmesinde hayati rol oynamaktadir. Bu yiizden bu g¢alismada CP
kardiyotoksisitesi ve selenyumun olast koruyucu etkileri kalp dokusunda arastirildi. 42
adet Sprague-Dawley sigani her grupta 7 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrildi ve kontrol
grubuna serum fizyolojik ve diger sicanlara 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se, CP+0.5 ve
CP+1 mg/kg Se intraperitonal (Ip) olarak enjekte edildi. Sican serumlarindan iskemi
modifiye albumin (IMA), laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin kinaz MB (CK-MB)
olgiildii ve kalp dokular1 mikroskopta incelendi. CP verilen ratlarda kontrole gore, IMA (
%27) yiikselirken, CP ile birlikte 0,5 ve 1 mg/kg Se verilen ratlarda IMA degerleri kontrole
yaklasti. CP uygulamasini takiben LDH (%73) CK-MB (%58) oranlarinda artti. Ancak Se
uygulanmasindan sonra bu degerler 6nemli oranda diistii dahasi bu biyokimyasal sonuclar

mikroskobik gbzlemlerle de desteklendi.

Sonug olarak, bu calisma CP nedenli kardiyotoksisitede Se’un sadece potansiyel
terapdtik etkinligini degil ayn1 zamanda kalp fonksiyon bozuklugu ile ilgili serbest oksijen

tiirlerinin giderilmesi bakimindan da dnem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, oksidatif stres, kardiyotoksisite, selenyum,

sitoprotektivite, sigan
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SUMMARY

The anticancer drug cyclophosphamide (CP) has cardiotoxic effects besides its
urotoxicity, which both in turn limit its clinical utility. The cardiotoxicity of CP is less
common compared to its urotoxicity, and not much importance has been given for the
study of mechanism of CP-induced cardiotoxicity so far. Overproduction of reactive
oxygen species (ROS) during inflammation is one of the reasons of the heart injury.
Selenium (Se) play crucial roles in regulating ROS and redox status in nearly all tissues;
therefore, in this study, the cardiotoxicity of CP and the possible protective effects of Se on

rat heart were investigated.

Forty-two Sprague—Dawley rats were equally divided into six groups of seven rats
each. The control group received saline, and other rats were injected with CP (150 mg/kg),
Se (0.5 or 1 mg/kg), or CP+ Se intraperitoneally. Ischemia modified aloumin (IMA),
lactate dehydrogenase (LDH) and creatine kinase- MB (CK-MB) levels in serum of rats
were measured, and heart tissues were examined under the microscope. CP-treated rats
showed a increase of serum IMA levels (27% of control), while CP+Se (0.5 or 1 mg/kg)
injected rats had IMA values close to the control group. LDH levels increased 73% and
CK-MB levels increased 58% of controls following CP administration, which were
significantly decreased after Se treatment. Furthermore, these biochemical results were

supported by microscopical observations.

In conclusion, the present study not only points to the therapeutic potential of Se in
CP-induced cardiotoxicity but also indicates a significant role for ROS and their relation to

heart dysfunction.

Keywords: Cyclophosphamide, oxidative stres, cardiotoxicity, selenium,
cytoprotectivity, rat
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1.GIRIS VE AMAC

Giliniimiiziin 6nde gelen hastaliklarindan biri olan kanser iilkemizde 1970’li yillarda
0liim nedenleri arasinda 4.sirada yer alirken son 10 yilda ilk siraya yerlesmeye baslamistir.
Kanser olusumu, somatik hiicrelerin biiylime ve farklilagsmasini diizenleyen karmasik
mekanizmalarin kontroliinden kurtularak hizli ve siirekli bir sekilde ¢ogalmasi olarak

tanimlanmaktadir. Kanser gelisiminde 3 evre bulunmaktadir.
1) Normal hiicrenin neoplastik hiicreye doniistiigii baslama evresi.
2) Neoplastik hiicrenin ¢ogaldigi gelisme evresi.
3) Malign 6zelligin kazanildig1 gelisme evresi (Giray vd., 1996).

Gliniimiizde kanser tedavisinde, kanser tanisi konan hastalarin bireysel 6zellikleri ve
hastalik durumuna gore kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerinden bir veya birkagi
kullanilmaktadir (Kizilci, 1999). Kanser kemoterapisin de amaglanan, tiimoriin biiyiimesini
ve farkli odaklarda yeniden gelismesini engelleyecek ve hatta tiimiiyle ortadan
kaldirilmasini saglayacak sitotoksik etki olugturmaktir. Burada en biiyiik sinirlayici faktor
tiimoriin tedavide kullanilan ilaglara karsi direng gelistirmesidir. Karsilagilan diger temel
sorun ise kemoterapotiklerin normal dokular itizerindeki toksik etkisidir (Calabresi ve

Welch, 1962; Kizilci, 1999).

Kanser hastalarinda antineoplastik kemoterapinin gelismesi ve destek tedavisi ile
mortalite ve morbidite oranlar1 6nemli Ol¢lide azalmistir. Ancak yiiksek doz sitotoksik
ilaglarin  kullanilmas1 ve kanser hastalarmin daha uzun siire yasamasi ilaglarin yan
etkilerini de artirmigtir (Meister ve Meadows, 1993). Antineoplastik ilaglarin en fazla
kanserojenik olanlar1 alkilleyici (siklofosfamid, karmustin, klorambusil, prokarbazin vb.)
tipte olanlaridir (Kayaalp, 1989). Alkilleyici ilaglarin kemoterapi de dozunu kisitlayan en
onemli etkisi ise bagisiklik sistemini baskilamasidir. (Turc ve Poulter, 1972; Stockman vd.,
1973; Pool vd., 1988; Kawabata vd., 1990).

Bir oksazafosforin alkilleyici ajan olan CP, iltihabi azaltan ve bagisiklik sistemini
baskilayan (immiinosiipressif) bir ilagtir. DNA sentezini degistirerek hiicrelerin

cogalmasimi engelleme ile etki eder (Dollery, 1999). Aynm1 =zamanda diger
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kemoterapoétiklerle birlikte genis bir kullanim alania sahip olan CP’nin de yan etkileri
vardir. Bunlardan baslicalari; hematopoietik depresyon, hemorajik sistit (HC) ve renal
toksisitedir (Abraham ve lIsaac, 2011). HC, CP’nin en 6nemli yan etkisidir. Ciddi HC;
mesane kontraksiyonu, anemi, tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonu, mesane delinmesi
(perforasyonu), bobrek yetmezligi ve oliime yol agabilir (West, 1997). Nekrozis, ickanama
ve fibrosis meydana getirmektedir (Nagi vd., 2010). CP’nin iki aktif metaboliti fosforamid
mustard (FAM) ve akroleindir (ACR). CP’nin antineoplastik etkileri FAM ile iligkilidir.
FAM’1in DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin bagisiklik baskilayici
ve antitiimor etkilerine araci oldugu diisiiniilmektedir. CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti
olan ACR ile ilgilidir. ACR biiyiik oranda SOR (serbest oksijen radikalleri) olusumuna yol
acar ve memeli hiicreleri i¢in mutajeniktir (Kawabata vd, 1990 ). CP metabolitleri; COOH,
SH, NH2, POz ve OH gruplariyla reaksiyon verebilir ve DNA ve proteinlerle ¢apraz bag
olusturabilir (Todorova vd., 2009). CP’nin yiiksek doz kullanimi kardiyotoksisitenin akut
tipine neden olabiliyor ve konjestif kalp yetmezligi, kalp tamponadi ve miyokard

depresyon gibi 6liimciil komplikasyonlara yol agabiliyor (Goldberg vd., 1986).

CP’nin toksik etkilerini onleyerek daha yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak
saglayan yontemler gelistirilmissede halen ila¢ uygulama sistemleri daha duyarh
olabilecek metodlarin arayisi igindedir (Ayhanci vd., 2008). Antioksidanlarin (AO),
kemoterapi ile ilgili baz1 toksik etkileri azaltabilecegi ve AO’larin kemoterapiye bagl
toksisiteyi azaltarak, daha yiiksek ve etkin dozlarinin kullanilmasinin saglanabilecegi ileri
strilmistir (Block vd., 2007; Ladas vd; 2004; Simone vd., 2007; Christen vd., 2000;
Blumenthal vd., 2000; Borek, 2004 ).

Kanser nedenleri arasinda lipit peroksidasyonunun diisiiniilmeye baslanmasi; ¢aligmalari
cesitli besinsel AO’larin kanser olusumu iizerine etkilerini arastirmaya yoneltmistir (Byers
ve Perry, 1992). AO’larin Karsinojenezin baslama ve gelisme donemini baskiladiklari,

hiicre 6liimii ve degismesini dnledikleri bulunmustur (Iscan ve Coban, 1998).

Selenyum (Se) canli organizmalar i¢in esansiyel bir iz mineral olup organizmada
doymamis yag asitlerinin oto-oksidasyonunu engeller. Bu durum, Se’ un serbest radikalleri
(SOR) inaktive eden ve bdylece lipit peroksidasyonunun olusmasini engelleyen ‘glutatyon
peroksidaz’ (GPx) enziminin merkez katalitik yapisini olusturmasindan kaynaklanmaktadir
(Tos- Luty vd., 2003). Se’ un lipit peroksidasyonunu baskilayarak hiicre zarin1 koruyucu

gorevi vardir (Ilio vd., 1987). Se ve sistein kombinasyonlarmin, kemoterapi ve
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radyoterapinin yan etkilerine karsi koruyucu oldugu, hayatta kalma siiresinin uzadigi,

tedaviye cevabin arttig1 bildirilmistir (Simone vd., 2007).

Cesitli ¢aligmalarda akut miyokart infarktiisii (AMI), kronik iskemik kalp hastaligi,
konjestif kalp yetersizligi, kardiyomyopati ve hipertansiyon gibi hastaliklarda serum veya
plazma Se konsantrasyonlarinda anlamli azalma gosterilmistir. Se diizeyinin etiyolojik
faktorler veya biyolojik sonug olarak azalip azalmadigi tam olarak aydinlatilamamigsa da
Se eksikliginin bu durumlan arttirdigr bilinmektedir. Se eksikligiyle olusan GPx ve
tioredoksin reduktazin (Tnx) azalmig AO aktivitesi de géz Oniinde tutulmasi gereken bir
diger faktordiir. Se eksikligi bu nedenle iskemi sonrasi reperfiizyon hasariyla bunu takiben
AMI, koroner bypass ameliyati, kalp nakli ve koroner anjiyoplasti ihtiyacinda artisa neden
olabilmektedir (Levander ve Burk, 1994; Toufektsian vd., 2000).

Biz de bu c¢alismamizda deneysel olarak olusturulmus CP nedenli kalp dokusu
hasarinin 6nlenmesinde, AO oOzellikleri bilinen Se’ un olasi sitoprotektif etkilerini

histolojik incelemeler ve biyokimyasal yontemlerle arastirmay1 planladik.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Patolojik bir olay1 takiben organizmada meydana gelen fizyopatolojik degisiklikler
temelde belirli mekanizmalarin harekete geg¢mesi ile olugmaktadir. Serbest radikaller,
reaktif oksijen tiirleri veya oksijen metabolitleri olarak da adlandirilabilen bir kisim
maddelerin ortaya ¢ikmasi ile hiicre 6liimii, doku hasar1 ve nekroz sonucunda, organ veya

sistemlerde islev yetersizligi meydana gelmektedir (Dilek, 2003).

Dis orbitallerinde ciftlenmemis elektron igeren atom veya molekiillere radikal adi
verilir ve “R” ile gosterilir. Atomun fiizerindeki nokta paylasilmamis elektronu
gostermektedir. Kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler bir an dnce kararli hale ulagmak
isterler. Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda veya ¢esitli
dis etkenlerin etkisiyle olusabilir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle cok aktif yapida olup tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi
gostermektedirler (Del Maestro, 1980; Kehre ve Smith, 1994; Uysal, 1998 ). Serbest
radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igceren
yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu c¢iftlenmemis elektron serbest radikallere
biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA, niikleotid ve koenzimler gibi bir¢ok
biyolojik materyale zarar verebilirler. (Diplock, 1998).

Atomlarda elektronlar orbital ad1 verilen uzaysal bolgede ciftler halinde bulunurlar.
Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler yap1 olusmaktadir.
En dis yoriingede bulunan elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da
cikmastyla bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile)
biiylik bir aktiflik kazandirir (Sekil 2.1.). En dig yOriingede eslenmemis bir elektronu
bulunan molekiil ya da molekiil gruplarina “radikal” adi verilmektedir ve molekiiliin
kimyasal simgesinin sag {ist kosesine konan nokta veya ¢izgiyle gosterilir (R, R") (Meister,

1994; Cros vd., 1997).



Eslesmemis Elektron

Serbest Radikal

Kararli Molekiil

Sekil 2.1. Serbest radikalin yapisi; en dis yoriingesinde eslenmemis elektron goriilmektedir
(Meister, 1994; Cros vd., 1997).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis
tek elektron boliimlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri"
de denmektedir. Oksijen insan yasami i¢in ¢ok gerekli olmasina karsin, normal
metabolizma sirasinda iiretilen bazi SOR’lar bedene yogun bir zarar verme potansiyeline
sahiptir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir.

(Bhuvarahamurthy vd. , 1996; Berk vd., 2008).

Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle AO enzim
sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadigi
durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi tizere, SOR ile AO’lar arasindaki denge
bozulur, dolayisiyla oksidan hasara duyarli DNA, protein, karbohidratlar ve lipitler gibi
hiicresel makromolekiiller zarar gortir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Gutteridge, 1994;
Berger, 2005; Zadak vd., 2009; Wildburger, 2009). Serbest radikallerin hasar verme
ozelliklerinden dolay:1 diabetes mellitus, iskemi reperfiizyon hasari, kanser, yaslanma, kas
hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliklara yol agtigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (Mercan,
2004). SOR’lar; siiperoksit (O2), nitrik oksit (NO), hidroksil (OH") ve lipit peroksit
radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptirler. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
SOR’lar, oksijenden olusan radikallerdir. Oksidatif stres sonrasi olusan SOR’lar; DNA,
lipit ve protein hasarina yol agar. SOR ile okside olan yag asitleri lipit peroksi radikallerine

ve lipit hidroperoksitlere doniisiirler. Lipit peroksi radikalleri ise malondialdehit (MDA)’e



6

doniisiir. Lipit radikalleri DNA ile de reaksiyona girerek DNA-MDA iiriinleri olusturur.
SOR endojen veya ekzojen olarak olusabilir. Endojen SOR, normal hiicre metabolizmasi
ve oksidatif fosforilasyon sonrasi olusur. Hormonlar, baz1 kimyasallar, ilaglar eksojen
SOR’u olustururlar. Lipit radikalleri hiicre zarini kolayca gegebilir ve hiicredeki dengeyi

alt list eder (Knight, 1995).

Radyoterapi ve baz1 kemoterapotikler serbest radikal iireterek hiicresel 6liime neden
olmaktadir ve kemoterapi alan hastalarda, plazma lipit hidroperoksitleri ve tiyobarbitiirik
asit (TBA)-reaktif bilesiklerin artmasi, kemoterapinin oksidatif strese yol agtigina isaret
etmektedir (Sangeetha vd., 1990; Clemens vd., 1997; Lin, 2002). Kemoterapi aracilikli
olusan SOR’larin; DNA, RNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerde hiicre 6liimiine
kadar giden hasara neden olabildigi belirtilmektedir (Brea-Calvo vd., 2006; Crohns vd.,
2009).

Bu reaktif oksijen bilesikleri yaslanmayi tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar
hastaliklar1, gesitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi
dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok hastalifa sebep olduguna bilgiler bulunmaktadir
(Diplock 1998). Ayrica SOR’un sitostatiklerce indiiklenen yan etkilerde onemli roli
oldugu cok sayida veri ile gosterilmistir. Ornegin, antrasiklin grubu ilaglarm, bir elektron
rediiksiyonu, semikinon radikali olusumuna yol a¢maktadir ve rediikte demir iyonu
varliginda olugan OH™ antrasiklinlerin kardiyotoksisitesinden sorumlu oldugu bildirilmistir
(weijl vd., 1997). Aerobik organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda
tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olamak iizere AO savunma sistemleri
gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut AO savunma sistemi SOR’larin etkisini
tamamen Onleyemez ve oksidatif stres ortaya c¢ikar (Arge, 2010). Oksidatif stres SOR’lar
ve AO’lar arasindaki dengenin SOR’lar lehine bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar

(Memisogullari, 2005).

2.2.Antioksidan (AO)

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarma karsilik wviicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve

farkli serbest radikaller iizerinde rol oynadiklari i¢in birbirlerini tamamlayict niteliktedir
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(Diplock, 1998). Organizmada esansiyel maddelerin oksidasyonuna neden olabilecek
molekiillerin etkilerini dnleyen veya geciktirebilen maddelere AO denilmektedir (Yeum
vd., 2004; Kurutas vd., 2004). AO molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup,
olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma, alblimin, bilirubin, transferin, seruplazmin,
tirik asit gibi ¢esitli molekiilleri igerir. Hiicre i¢i SOR toplayici enzimler asil AO
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz,
GPx, glutatyon rediiktaz (GSSG) , katalaz (CAT) ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve
selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari i¢in gereklidir (Halliwell,
1991). AO mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Birincil AO’lar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli
formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu o6nleyen bilesiklerdir. Birincil
AO kategorisinde yer alan SOD, GPx ve CAT gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok
etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve
lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel
bolgeden digerine gecisini de onleyebilmektedirler (Diplock, 1998). ikincil AO’lar ise;
oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini,

tirik asit, bilurubin ve polifenoller gibi bilesiklerdir (Ou vd., 2002).

Tablo 2.1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock, 1998).

Oksidan Antioksidan savunma
Sigara dumant Siiperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz
Cevre kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatiyon
Radyasyon Ubikinon
Coklu doymamis yag asitleri ile Selenyum
zengin bir diyet .
Urik asit
Iskemi
E vitamini
Karsinojenler
C vitamini

B- karoten ve diger karotenoidler
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Oksidatif stres yoklugunda bu enzimler ¢ok diisiikk diizeydedir. Bu enzimlerdeki
artma ve azalmalar denge durumunu degistirerek oksidatif strese yol agar (Dreher ve

Junod, 1996).

2.2.1. Enzimatik antioksidanlar

2.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Bu enzim, siiperoksit anyonunun (-O2’), H2O;, ve oksijene doniisiimiinii katalize
ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif bdlgesini

olusturan Zn 6nemli bir mineraldir (Larson, 1988).

0; 4+ 0; +2H* -2 5H,0, + 0,

Hiicreden H,0; ¢ikarilmas: i¢in SOD, CAT ve GPx enzimleri ile birlikte calisir
(Smith vd., 1983). SOD enziminin, bakir-¢inko (Cu-Zn) SOD ve mangan (Mn) SOD olmak
tizere iki tipi vardir. Bunlarin hiicre i¢indeki dagilimi; tetramerik Mn formunun esas olarak
mitokondriyal matrikste, kismen sitoplazmada; dimerik Cu-Zn formunun ise esas olarak
sitoplazmada ve kismen mitokondri zarlar1 aras1 alanda bulunmasi seklindedir. (Blum ve

Fridovich, 1985; Mena vd., 1991).

2.2.1.2. Katalaz

Hidrojen peroksit (H,0;) 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu
formdaki demir ¢ok giiglii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H,O, nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli AO enzimler olan CAT ve peroksidaz enzimleri yerine getirir
(Halliwell, 1984). H,0, , CAT tarafindan H,O’ya ve O, ye doniistiiriiliir. Hiicre i¢i H,O;
konsantrasyonunu etkin bir sekilde diizenlerler (Burk, 1990). Peroksidazlar da CAT

enzimiyle ayn1 6zelliklere sahiptir (Larson, 1988).

2.2.1.3. Glutatyon ve glutatyon peroksidaz

Glutatyon protein olmayan tek tiyoldiir (Lu, 2009). GSH iki peptit bagi, iki

karboksilik asit grubu, bir amino grubu ve bir tiol grubundan olusmus bir molekiildiir.
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GSH’ deki en aktif grup tiol grubudur. GSH’daki tiol grubunun oksitlenmesi ile olusan
GSSG, AO o6zelligini kaybeder (Zhao, 2001). GSH’in en 6nemli gorevlerinden biri de
sistein deposu olmasidir. Sistein hiicre dis1 ortamda kararsizdir ve hizlica sistine okside
olmaktadir (Lu, 2009; Yuan ve Kaplowitz, 2009). GPx, GSH tarafindan hidroperoksitlerin
ROOH ve H,0;’ye indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi

koruyan se i¢eren bir enzimdir (Mates ve Sanchez-Jimenez, 1999).

Glutatyon peroksidaz enziminin Se bagli ve bagimsiz 2 izomeri vardir. Se’a bagh
izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Se’dan bagimsiz GPx ise, hiicrenin
mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olup, yalnizca lipit

hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (Seven ve Candan, 1996).

2.2.2. Enzim karakterli olmayan antioksidanlar

Antioksidan vitaminler

Karotenoidler

Glutatyon

Urik asit

Bilirubin

Melatonin

Antioksidanlar 4 ayn sekilde etki ederler:

a) SOR’lar etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme toplayici

etkidir. AO enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik molekiiller bu tip etki gdsterirler.

b) SOR’larla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif

sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

¢) SOR’lar1 baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki zincir kirict

etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

d) SOR’larin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici etkidir (Durak vd., 1996).
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2.2.3. Beslenmenin antioksidan savunma sistemi iizerine etkisi

Viicudun AO dengesi diyetten biiyiik olgiide etkilenmektedir. Besin yetersizlikleri
nedeniyle viicudun savunma mekanizmalar1 tahrip oldugu zaman patolojik kosullar
olusabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artts ve savunma sistemlerindeki bir
yetersizlik viicuttaki AO dengesinin bozulmasina ve “oksidatif stres” kosullarinin
olugmasina neden olmaktadir. AO savunma sisteminin etkinligi; E vitamini, C vitamini ve
karotenoidler gibi AO vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri iceren gidalarin yeterince
alinmasina baghdir (Duthie vd., 1989). Bu vitaminler birlikte etkin bir sekilde ¢aligsarak

hastalik ve hasarlara neden olan zararli SOR’larin etkisini yok etmektedir.

E vitamini (tokoferoller), yagda coziinebilen baslica AQO’lardan olup tiim hiicre
membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyona karsi koru-
maktadir. Askorbik asit de viicudun ekstraseliiler sivilarinda bulunan ve suda ¢oziinebilen
onemli bir AO’dir. Viicutta sentezlenemedigi i¢in gidalarla disaridan alinmasi
gerekmektedir. Askorbik asidin indirgen bir ajan olmasinin yanisira E vitaminini rejenere
etme Ozelligine de sahiptir (Diplock 1998). E vitamininin yiiksek dozlarda diyete ilavesinin
LDL diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirdigi ve oksidatif strese karsi oldukca koruyucu oldugu
bildirilmektedir (Reaven vd., 1993).

Karotenoidler ise; A vd O aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarma katilarak
zararli H,O; olusum hizini azaltmak suretiyle gosterirler (Di Mascio vd., 1991). Onemli
diyet karotenoidlerinden B- karoten; sari, turuncu sebze ve meyvelerde, yesil sebzelerde,
likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil sebzelerde bulunmaktadir (Diplock,
1998). Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan, hidrojen
verici, tekli oksijen yakalayict ve metal kelator olmalart nedeniyle 6nemli AO’lar arasinda
sayllmaktadir (Rice-Evans vd., 1995). Se, bakir, manganez ve ¢inko gibi mineraller de

koruyucu enzimlerin yapilar1 ve katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir.
2.3. Kalp dokusu ve serbest radikaller

Antikanser tedavinin potansiyel bir komplikasyonu kisa ve uzun doénem
kardiyovaskiiler toksisitedir. Kardiyovaskiiler sistem iizerine etki eden kemoterapétiklerin
en onemlileri antrasiklinler, mitoksantron, siklofosfamid, ifosfamid ve paklitaksel olmakla

birlikte yeni monoklonal antikorlar (transtuzumab) ve trozin kinaz inhibitorleri de seyrek
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olarak cok ciddi kardiyotoksisite gosterebilmektedir. Antrasiklin toksisitesinin akut formu
EKG degisiklikleri, ritim bozukluklari ve hemen olusan ventrikiil disfonksiyonudur

(Yahalom ve Portlock, 2008; Ozkocaman, 2010).

Antrasiklinler redoks siklusunu etkiler ve bir molekiil antrasiklin bircok serbest
radikalin olusumuna yol agar (Olson vd., 1981). Hidrojen radikalleri hiicre zarindaki
lipidlerin oksidasyonu, mitokondriyal respiratuvar siklusda defekt olusumu, DNA yikimi,
stilfidril iceren enzimler ile kollajen ve hiyalurinik asit fonksiyonlarinda bozulmaya yol
acar (Holland vd., 1993; Cummings et al., 1991). Kardiyomiyosit hasarindaki anahtar rol
antrasiklin kompleksleri ile demir (Fe™™) iyonlar1 arasindaki iliskidir. Bu Fe™"" iyonlari
hem hidrojen radikallerinin iiretiminin katalizorleridir, hem de direkt olarak DNA ve hiicre
zarmdaki lipidler tizerinde yikici etkileri vardir (Robison ve Giri., 1987). Kalp daha az
serbest radikal detoksifiye eden enzimler igerdiginden hasara daha fazla duyarlidir (Huber,
1990).

Kardiyovaskiiler hastaliklarda hipoksi ve iskeminin 6zel bir yeri vardir (Haider vd.,
1999). Hipoksi ve iskemi sirasinda olusan myokardiyal hasarin etyopatogenezine ve

onlenmesine yonelik calismalara glinlimiizde devam edilmektedir.

Hipoksiye bagli myokardiyal hasarlanmanin patogenezinde serbest radikal ve
antioksidan enzimlerin roliiniin belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini giindeme

getirmistir (Dhalla vd., 2000).

Herhangi bir nedenle olusan myokardiyal hipoksi ve/veya iskemi sirasinda ortaya
cikan serbest radikaller, sitokinler ve nitrik oksit (NO) iskeminin erken evresinde, nétrofil
ve monositlerin intimayi infiltre ederek endotel hiicrelerinde hasara neden olmasi sonucu
ortaya ¢ikar ve lipid peroksidasyonunu indiiklerler (Das, 2000). Lipid peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan MDA gibi lipid peroksidasyon iirlinleri de myokardiyal hasarda rol
oynar (Halliwell, 1994). Myokardial hasar i¢in serum kreatin kinaz (CK-MB), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve troponin [ diizeylerindeki artislar belirleyici olarak
kullanilmaktadir (Haider vd., 1999). Bazi ¢alismalarda myokardiyal iskemi hipoksiye bagli
kardiyak SOD aktivitesinde azalma oldugunu rapor edilmistir (Guarnieri vd., 1980; Rao
vd., 1983).

Yapilan bir ¢alismada hipoksi olusturulan grupta ¢alisma sonu CK-MB ve LDH

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmasi literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu
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bulunmus, CK-MB ve LDH diizeylerindeki yiikselme gruplarda yeterli hipoksi ve
myokardiyal hasar olusturuldugunu diistindiirmtstiir (Narin vd., 2004).

Ozellikle yiiksek doz CP (120-200 mg/kg) kullanimindan sonra kardiyak etkiler
bildirilmistir. Kardiyak semptomlar1; aritmi (tasikardi, atriyo-ventrikiiler tam blok), akut
fulminant kalp yetersizligi ve hemorajik miyoperikardiyum ve bunun neden oldugu
perikardiyal efiizyon, kardiyak tamponat ve hatta 6lime neden olabilir (Floyd vd., 2005;
Slordal ve Spigset, 2006).

2.4.Siklofosfamid (Cyclophosphamide=CP)

Siklofosfamid (CP), nitrojen mustard (azotlu hardal) tipi alkilleyici ilaglardandir.
Karacigerde aktif metaboliti olan fosforamid mustard (PAM)’a doniiserek etkinlik kazanir.
(McEvoy, 2004). CP, ifosfamid ve dikarbazin farmakokinetik anlamda 6n ilaglardir. Bu
ilaclar karacigerde karma fonksiyonlu oksidazlar tarafindan aktif metabolitlere
dontistiriilirler (Tirker ve Dizdar, 2005). Karaciger sitokrom p450 sistemi CP’yi 4-
hidroksisiklofosfomide ¢evirir. Bu form aldofosfomide esittir. Aldofosfamid’in ayrigmast

ile PAM ve akrolein (ACR) olusur (Shaunak vd., 1988).

Siklofosfamid, solid tiimdrlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmasinin yaninda
lenfoma, miyeloma, kronik lenfositik 16semi ve Waldenstrom makroglobulinemisi gibi B-
hiicre malignitelerinde de kullanilmaktadir. Ayrica CP ve sentetik analogu olan ifosfamidin
trombositopenik purpura, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozis, nefritik sendrom ve
Wegener granulomatozisi gibi nonneoplastik hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.

CP’nin ilk yan etkileri 1960 yilinda rapor edilmistir (Coggins vd,. 1960).

Siklofosfamid karacigerde hidroksillenerek bir metaboliti olan ACR doniismektedir
ve ACR’in bobrekten atilmasiyla yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. ACR sadece CP
yikilmasiyla olusmamakta ayrica sigarada, bocek ilaglarinda, bazi yiyeceklerde ve yanmis
organik malzemelerde de bulunabilmektedir. ACR’in iirotelyumla direk temasiyla
tiroteliyal hasar baglamaktadir (Masuda vd., 2006). CP tedavisinden sonra %68 oranlarina
varan he-morajik sistit ve kontrol edilemeyen kanama nedeniyle %4 oraninda mortalite
rapor edilmistir. Hemorajik sistit CP’nin en énemli potansiyel toksisitesi ve doz sinirlayan

yan etkisidir (Gray vd., 1986). CP’nin kimyasal yapis1 sekil 2.3.1°de gosterilmistir.
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Fosforamid mustard’in DNA’ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’nin

bagisiklik baskilayici ve antitiimdr etkilerine aract oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan

ACR’nin 6nemli makro molekiillerinin siilfidril gruplariyla cabucak reaksiyona girdigi

boylece bagisikligin baskilanmasinda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Kwon vd., 1987; Pool

vd., 1988; Kawabata vd., 1990).
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Siklofosfamide bagli nefrotoksisiteden nefronun tiim segmentleri etkilenir. En sik
tiibiiler glukoz, aminoasit, protein, fosfat ve bikarbonat kaybi ile karakterize proksimal

tiibiil tutulumu gortlir (Goren., 1987).

Akrolein tiroepitelyumu gegerek ve bazi SOR’lar1 uyararak etkisini gosterdigi gibi
nitrik oksit sentaz (NOS) iizerinden NO seviyelerini artirarak da (Sekil 2.4.) goOsterir
(Korkmaz vd., 2007).

Lipit
peroksidasyona.__

~—

Oksidatif stres

1 (iNOS -

ini
NO, , NO; = ONoo‘I -NO
= Oksidatif patlamalar
CAT ' SOD

e ————— < et —
> (o) ——ee——] 1—{202 e —— O2 Hicresel solunum

GPx \
GsH GssG Cevresel faktsrler

GR

Sekil 2.4. ACR’nin iiroepitelyal hiicreye girmesi, reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimi ve iNOS
aktivasyonunun artmasiyla baslayan ve DNA hasariyla sonuglanan siire¢ (Korkmaz vd., 2007).

Nitrik oksit birgok 6nemli fizyolojik ve fizyopatolojik siireci diizenleyen SOR onciilii
bir triindiir. L-argininden NOS yoluyla sentez edilmektedir ve NOS’un 3 tipi vardir.
Endotelyal NOS (eNOS) endotelyal hiicrelerde ve fibroblastlarda sentez edilir ve esas
olarak vazodilatasyondan sorumludur. Sinir sisteminde tiretilen néronal NOS (nNOS)
sinirsel sinyalizasyonda gorev alan bir enzimdir. Indiiklenebilir NOS (iNOS), l6kosit ve
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-o, timor
nekroz faktér (TNF-B), trombosit aktive edici faktér, COX-2 ve giiglii bir oksidan olan
peroksinitrit seviyeleri artmaktadir (Korkmaz vd., 2005).

CP’nin kullanildig: alanlar sunlardir:
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Hodgkin dis1 lenfomalar (Glode vd., 1981)
Cocuklarin akut lenfositik 16semisi (Bokser vd., 1990)

Kigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri (Thatcher vd., 1988)
Pediatrik solid tiimorler (Bramwell vd., 1987)

CP’nin en sik goriilen yan etkisi bulanti, kusma ve diger gastrointestinal bozukluklar
ile kemik iligi depresyonudur (Hansen vd., 1995; Ayhanci vd., 2009). CP’nin simir
dozunda gosterdigi toksisitenin kemik iligini baskilayici toksisite oldugu ileri siirtilmiistiir
(Thatcher vd., 1988). Kemik iligi depresyonuna bagli olarak 16kopeni, trombositopeni, ve
bazi hastaliklarda alopesi gelismektedir (Banham vd., 1985; Akgasu vd., 1992).

CP’nin insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane kanseri yaptig1 yoniinde raporlar

bulunmaktadir (Lahdetie vd., 1990).
2.5. Selenyum

Selenyum (Se), yiiksek konsantrasyonlari toksik olan bu ametalin eser element olarak
diisiik konsantrasyonlar1 viicut i¢in esansiyeldir. Deniz iiriinleri, yumurta ve karacigerin
yapisinda bolca bulunur, viicudumuzda bir¢ok enzimin kofaktoriidiir ve temel olarak
antioksidan fonksiyonuyla bilinen esansiyel bir iz elementtir. Se, insanlarda organizmay1
oksidatif hasarlardan koruyan GPx’larin, iodotiroin deiyodinazlarin, tiyoredoksin
rediiktazin ve selenoprotein P’ nin de dahil oldugu pek metabolizmada rol oynamaktadir
(Kohrle J vd., 2005). Selenosisteinler, biyolojik pH' da anyonik halde bulunur ve bu sayede
elektron aligverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin gerceklesmesini saglarlar
(Rayman, 2000). Selenoproteinler ise, selenosistein rezidiileri igeren protein yapilaridir. Se
eksikliginin aslen selenoproteinlerin olugsmasinda aksama sonucu klinik bulgulara neden
oldugu disiiniilmektedir. Se iz element olarak inflamatuar, immunregiilatuar ve endokrin

fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in hem yapisal hem de kofaktor olarak rol alir (vd., 2007).

Viicuttaki AO savunma sistemlerinin énemli bir elemani olan GPx kofaktorii olan
selenyum disaridan alinmasi gerekli olan bir mineraldir. GPx’in; oksitlenmis LDL
kolesteroliin etkilerinden endotel hiicrelerini korudugu tahmin edilmektedir (Yoshizawa
vd., 2002; Whanger ve pd,2004; Lorgeril ve Sarel, 2006). GPx-1 hiicre sitoplazmasinda bir

antioksidandir ve Se deposu olarak gorev yapar. GPx’1n yapisi incelendiginde selenosistein
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rezidiisii iceren tetramerik bir selenoproteinden olustugu anlagilmistir. Yapida asil

fonksiyon goren kisim selenosistein ucudur (Brown KM vd., 2001).

Selenyum ilk arastirmalarda antikarsinojenik etkileri ile ilgi ¢ekmistir. ilk olarak
1969 yilinda Se’un kansere karsi olast koruyucu etkisi Shamberger ve ark tarafindan
bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yiiksek miktarda Se alimi olan insanlarda
azalmis kanser insidansi oldugu belirtilmistir (Shamberger RJ vd., 1969). Se’un bazi
kanser tiplerine kars1 koruyucu olabilecegi, erkek fertilitesini artirdigi, kardiyovaskiiler
mortalitede azalma sagladig1 ve astimda inflamatuar mediatorlerin yapimini baskiladig:

gosterilmistir (Brown vd., 2001).

Vitamin E, Se metabolizmasinda 6nemli rol oynar; Se’un organizmadan kaybini
onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak Se ihtiyacini azaltir. Serbest radikallerin kanserin
baglamasinda rol aldigi ve vitamin E ile diger AO’larin antikanserojen etki gostererek
kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiylimesini 6nledigi gosterilmistir (Gonzalez-Pérez vd.,

2008).

2.5.1. Selenyumun beslenme ve saghkla iliskisi

Selenyumun en fazla deniz irlinleri, sigir ve tavuk etlerinde bulundugu, bunu kuru
meyveler, baklagiller ile tahillarin izledigi, meyve ve sebzelerin ise Se agisindan fakir
oldugu gorilmektedir. Sakatatlardaki Se, kirmizi etin yaklasik 3-4 kati, yumurta
sarisindaki Se’un, yumurta akinin 4 kati, ayrica deniz baliklarinda Se’un tatli su
baliklarinin 2 kat1 oldugu, Brezilya cevizi, Hindistan cevizi ile sogansi bitkilerden 6zellikle
sarimsakta, Se’un diger bitkisel kaynaklardan daha yiiksek oldugu ve biiyiik varyasyon
gosterdigi saptanmistir (Mandic vd., 1995).

Selenyumun 6nemi, GPX enziminin yapisinda bulunmasi ve bu enzimin aktivas-
yonu i¢in gerekli bir element olmasindan kaynaklanmaktadir. GPX, doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan peroksitleri suya doniistiirerek, hiicre yapisini bozan
ve hiicre zarina zarar veren serbest radikalleri yok eder. Bu 6zelligi ile kuvvetli AO olup
coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif par¢alanmasini Onleyerek, hidroperoksit ve
lipoperoksitleri inaktive etmektedir (Holsinger ve Smith, 1992; Alarcon vd., 1996; Reilly,
1998; Barceloux, 1999). Se’un bir diger ozelligi toksik agir metallerin etkisini yok

etmesidir. Deniz {irlinlerinde civa veya civanin metil esteri Se ile birlikte bulunur. Her ne
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kadar mekanizmasi tam olarak bilinmese de kadmiyum ve civanin toksik etkisini dnledigi

saptanmustir (Shane vd., 1988; Rayman, 2000).

2.5.2.Selenyum fazlahg ve eksikligi

En belirgin bulgu sa¢ ve tirnak dokiilmesidir, deri ve sinir sistemi lezonlar1 ve dis
bozukluklar1 olusur. Gegici EKG degisikligi, karaciger fonksiyon bozuklugu ve sarimsak

kokulu solunum da bildirilmistir (Akkus vd., 1991).

Selenyum, Kkalp hastaliklari, damar sertligi gibi farkli hastaliklar1 olan kisilerin
kaninda diistik diizeyde goriiliirken, eksikliginde Keshan denilen ve kalp yetersizligine
neden olan kalp kasi bozukluguna yol ac¢tigr da bilinmektedir (Koca, 2007). Son yillarda
yapilan arastirmalar, insan viicudunda ¢ok dnemli fonksiyonlara sahip ve bazi hastaliklarin
onlenmesinde etkili olan Se mutlaka yeterince alinmasi gerektigini gdstermektedir. Se
eksikligine bagli olarak bireylerde kretenizm yaninda entelektiiel diizeyde azalma, algilama
ve konusma bozuklugu, anormal yiiriiylis, el becerisinde azalma, denge bozukluklar1 da
goriilebilmektedir (Levav vd., 1995). Se eksikliginde goriilen diger onemli hastaliklar
epilepsi ve Down Sendromu’ dur (Aydin, 1997).

2.5.3.Selenyumun kalp hastaliklarindaki yeri

Kalp yetersizligi kardiyak disfonksiyonun neden oldugu kompleks klinik bir
sendromdur (McMurray vd., 2012). Hastalik, kendisini nefes darligi, yorgunluk ve 6dem
gibi bulgularla gostermektedir. Konjestif kalp yetersizliginin nedenleri arasinda siklikla
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve kalp kapak hastaliklar1 yer almaktadir
(Kannel vd., 1994). Buna karsin bazi hastalarda kardiyotoksik ilaglarin kullanim1 da kalp
yetersizligine neden olmaktadir. Bunlarin en 6nemlileri arasinda sayilabilecek grup kanser
hastalarinda yasam siiresinin artisinda  belirgin  etkileri ve yararlari olan
kemoterapoétiklerdir. Bu ilaglarin hafif kan basinci degisikligi, tromboz, elektrokardiyografi
(EKG) degisiklikleri, aritmi, miyokardit, perikardit, miyokard infarktiisii, kardiyomiyopati
ve kalp yetersizligi gibi kardiyak yan etkileri gozlenmektedir (Shakir ve Rasul, 2009).

Kemoterapiye bagli olusan iki tip kardiyotoksisite gelisebilir. Tip 1 kardiyotoksisite
doz bagimlidir ve kalict miyokard hasarina neden olur, antrasiklinler bu kategorinin
prototipidir. Tip2 ve kardiyotoksisite dozdan bagimsiz ve genellikle geri doniisiimliidiir,

rastuzumab Ornek olarak gosterilebilir (Ewer ve Lippman,2005; Mackey vd., 2008).
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Selenyum insan ve hayvan viicudunda birikerek zehir etkisi gosterir. Kaynak
sularinda yasam i¢in tehlikeli miktarda Se bulunmamasina ragmen, bu sularin otlak ve
cayirlar besledigi alanlarda fazla Se birikimi olabilir ve 6zellikle sigir ve koyunlar igin
tehlike yaratabilir; ayrica siit yoluyla insanlara bulasabilmektedir (Sahinci, 1991). Se, AO
ozellikleri olan selenoproteinin bir komponenti olan sistin ile birlesir. Selenoproteinler
immiin sistem ve kanserin dnlenmesinde etkilidir. Se eksikliginin sebebiyet verdigi en
onemli kalp hastaligi endemik Keshan kardiyomiyopatisidir. 1930’lu yillarda Cin’in
kuzeydogusundaki Keshan eyaletinde yaygin olarak goriilen bu hastaligin kayalarda,
toprakta ve dogal sularda ileri derecede diisiik selenyum igermesinden kaynaklandigi tespit
edilmistir (Ge ve Yang, 1993). Hastalik tipik olarak g¢ocuklarda ve gebelerde goriiliir.
Patolojide karakteristik olarak miyokard dokusunda multifokal nekroz ve fibrozis vardir.
Neticede akut veya kronik kalp yetmezligi olusur. Kardiyomiyopatinin Se eksikliginin
kendisinden mi kaynaklandigi ya da Se eksikliginin kardiyotrofik viriislere duyarlilig
artirmasina mi bagli oldugu belli degildir. Konjestif kardiyomiyopati hastalari, saglikli
bireylere gore belirgin olarak daha diisiik serum Se konsantrasyonlarina sahiptir (Fuster
vd., 2001). Kardiyomiyopati hastalarinda sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile Se

konsantrasyonlari arasinda da pozitif bir orant1 bulunmaktadir (Oster ve Prellwitz, 1997).

Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada antrasiklin verilen kanserli ¢ocuklarda Se
desteginin kardiyotoksisiteyi Onledigi gosterilmistir (Tacyildiz vd., 2012). Se’un E
vitaminiyle birlikte istlendigi onemli gorevlerden biri AO etki gostermektir. Yeterli
olmamalar1 durumunda, GPx enziminin de yetersizligiyle serbest radikallerin zararh
etkileri 6nlenememekte, hiicrelerin yap: biitlinliigii bozulmakta ve metabolik islevlerde

eksiklik olmaktadir (Kaneko, 1989).
2.6. Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH), dokularin ¢ogunda bulunan sitoplazmik bir enzimdir.
En yogun bulundugu dokular; karaciger, kalp kasi, iskelet kas1 ve bobrektir. Pek ¢ok
dokuda bulunmasi1 nedeniyle tek basina karaciger hastaliklarinin degerlendirilmesinde
yararli degildir (Dilek, 2003). Dolasimda, LDH 1, 2, 3, 4 ve 5 olarak adlandirilan 5
izoenzimi bulunur (Henry, 2001). LDH1 6zellikle kalp kasi, LDHS5 ise karaciger hasarini
gostermekte etkindir. Total LDH aktivitesi basta myokard enfarktiisiinde, kalp kasi

hastaliklari, iskelet kasi hastaliklari, akut viral hepatitler, tikanma sarilii, enfeksiy6z
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mononiikleoz, siroz, kolestaz, karacigerin primer ya da metastatik tiimorlerinde artar.
Megaloblastik ve pernisiydz anemi, hemolitik anemiler, akciger hastaliklari, sok ve
dolasim yetmezligi, bobrek hastaliklari, akut pankreatit gibi hastaliklarda da artmaktadir
(Henry, 2001).

Laktat dehidrogenaz aktivitesi viicudun hemen biitiin hiicrelerinde mevcuttur ve
yalniz hiicrenin sitoplazmasinda degismeden sabit kalir (Murray vd., 1996). Ortamda
yeterli oksijen olmadigr durumlarda NADH’1 kullanarak, piruvat’i laktata doniistiiriir ve

ATP olusumunu saglar.

Iskemi ile aktive olan anaerobik glikoliz sonucunda laktat {iretimi artar. Bu
reaksiyonlar zincirinin son basamagi olan piriivatin laktata doniistiigii ve LDH enziminin
kontrol ettigi reaksiyon iskemi hasari sonrasi 6nemli bir parametredir (Nieminen vd.,
1988).

Glinlik laktat donglisii 1300 mmol/24 saat olabilmektedir. Laktat karacigerde
glukoneogeneze girip metabolize edilir, hidrojen iyonlar1 kullanilir, bikarbonat ise asidozu
diizeltmede ise yarayabilmektedir. Kritik hastada bu metabolik yol bozulursa veya artan
bikarbonatin renal atilim1 etkilenirse (kritik hastalarin bir kismi1 zorunlu asidik idrar {iretir)
alkaloz ve hipokalemi gelisebilmektedir. Diabetes mellitusta ise seker kontrolii kot
vakalarda laktatin glukoza doniisiimii ile glukoz diizeyi artacagindan ringer laktattan

kaginilmasi gerekmektedir (Continuing Education in Anaesthesia, 2005).

2.7. Kreatin kinaz (CK) ve Kreatin kinaz-MB (CK-MB)

Kreatin kinaz (CK), yiiksek enerjili fosfatlarin ATP’ den kreatine transferini saglayan
bir enzimdir. Kas hiicrelerinde mitokondri ve sitozol i¢inde yer alir. M ve B zincirlerinden
olusan 3 farkli izoenzim seklinde bulunur. CK-MM; tiim dokularda bulunan dominant
formdur. CK-BB; beyin, bobrek ve gastrointestinal sistemde bulunur. CK-MB; Kkalp,
iskelet kas1 ve az miktarda ince bagirsak, diyafram, uterus, dil ve prostatta bulunur (Jaffe
ve Davidenko, 2003). Miyokardta yer alan total CK’ in %20’si MB formundadir. Bu da
miyokard infarktiisii (MI) tanisinda hassaslik ve 6zgiilliige sebep olur. iskelet kasinda ise
%35 oraninda bulunur. Bu nedenle travma ve inflamasyonlarda seviyesinin yiikselmesi

ozgilliigiinii azaltmaktadir. CK-MB’nin bir diger kisithilig1r da yiiksek molekiiler agirlig
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nedeniyle minor miyokard hasarini gosterememesidir. Serum CK ve CK-MB’nin plazma
aktivitesi akut MI baslangicindan 4-8 saat sonra normal sinirlarini agar. 20-24 saatte pik
yapar ve 48-72 saat igerisinde normal diizeylerine ulasir. Ancak serum enzim tayini ile
kesin MI tanis1 i¢in semptomlarin baglamasindan itibaren 6-12 saat gegmesi gerekir. Total
CK ve CK-MB diizeyleri enfarktiis biiylikliigli ile koreledir ve prognozun oénemli bir
belirtecidir. CK-MB seruma gegtikten sonra, MB1 ve MB2 olarak ikiye ayrilir. Plazmada
normalde CK alt tipleri dengededir. MI meydana geldiginde MB2 diisiik oranda seruma
geger ve daha CK ve CK-MB seviyeleri normal iken MB2/MB1 oraninda bariz bir
degisiklik olur. MB2/MBI1 oraninin >1.5 olmas1 MI lehine yorumlanir (Jaffe vd., 2003).

2.8.iskemi modifiye albumin (IMA)

Bir oksidatif stres iiriinii olan iskemi modifiye albiimin (IMA); albiimin yapisindaki
son amino terminali, kobalt, bakir ve nikel gibi transisyon metallerinin baglandig: bolgedir
(Bar-Or vd., 2000). iskemi durumunda ortaya ¢ikan hipoksi, asidoz, serbest radikal hasari
ve membran bozulmasi gibi nedenler bu transisyon metallarinin albiiminin N-terminaline
baglanmalarini azaltir. Yapisinda degisiklik meydana gelmis olan bu albiimine iskemik
modifiye alblimin denir (McCord, 1985; Cobbe 1980; Berenshtein vd., 1997). Son yillarda
yapilan galismalarda kardiyak iskemi belirteci olarak galistlan IMA’nin farkli patolojilerde
de artabilecegi gosterilmistir (Ma vd., 2011; Mastella vd., 2009; Mentese vd., 2013). IMA,
koroner arter hastaligi tanisinda son yillarda kullanilmaya baslanilan yeni bir belirtectir.
Doksanli yillarin sonunda akut koroner sendromlu hastalarin serumunda bulunan insan
serum albumininin, ekzojen kobalt1 (Co+2) baglamasinda azalma oldugu tespit edilmis ve
ardindan IMA olarak bilinen bu metabolik varyant, ‘Albumin Kobalt Baglanma’testi ile
olgiilebilir hale getirilmistir (Bar—Or vd., 1999; Bar-Or vd., 2000). IMA bu konuda FDA
onayr da almistir. IMA, iskemide serumda 10 dakika icinde tespit edilmektedir. Bu sure
miyoglobulin, CK-MB, troponin-C’nin kanda ortaya ciktig1 sureye bakildiginda oldukga
kisadir. IMA’nin akut koroner hadiselerde troponin ve EKG ile birlikte %95°lik bir tanisal

degeri oldugu bazi calismalarda saptanmistir (Dusek vd., 2006).

Giiniimiizde IMA’ nm miyokard iskemisi, iskelet kas iskemisi mezenterik iskemi,
inme ve serebrovaskuler kazalar gibi bircok durumda belirteg olarak 6nemi
gosterilmektedir (Bhagavan vd., 2003; Sinha vd., 2004; Roy vd., 2004; Giindiiz vd., 2008;
Abboud vd., 2007; Refaai vd., 2006). IMA tayini, albumine kobaltin azalan baglanma



21

kapasitesi, hizli ve kolorimetrik tayin yontemi ile degerlendirilir. Sonuclar absorbans
iinitesi (ABSU) cinsinden rapor edilir. Onerildigi gibi 0.400 ABSU iizerindeki degerlerin
diisiik kobalt baglanmasini, dolayisiyla da iskemiyi gosterdigi kabul edilirken; 0.400
ABSU altindaki degerler ise iskemi olmadig seklinde degerlendirilir (Bar-Or vd., 2000).

2.8.1. Albiimin-kobalt baglanma testi

Albumin-kobalt baglanma testi in vitro ortamda yapilir. Alinan serum ornegine
kobalt eklenir. Eklenen kobalt normal albumine ve daha az olmak uzere IMA’ya N-
terminal amino bolgesinden baglanir. Serumdaki baglanamayan IMA spektofotometrik
yontemle olculur. Bu ol¢iimii yapabilmek icin serbest kobaltla reaksiyona giren ve renk
degisikligine yol acan Dithiothretiol (DTT) isimli protein ortama eklenir. DTT albumine
baglamis kobaltla reaksiyona giremez. Ortamdaki baglanamayan serbest kobalt miktari

IMA degerini (Sekil 2.8.1) yansitir (Bar-Or vd. ,2001).

Sekil 2.5. Albiimin kobalt baglanma testi: IMA 6l¢iimii. Iskemik 6rnekte, IMAdegeri artmakta. Serbest
kobalt(gri alan) indirekt olarakiMA degerini yansitmaktadir (Bar vd., 2001).

Iskemik modifiye albumin, serbest radikallerce olusan doku hasarinda dakikalar
icerisinde yukselmekte ve 6-12 saat yuksek kaldiktan sonra normal degerlerine
dénmektedir (Alvarado, 1986; Kalan vd., 1994; Baidya vd., 2007; Soreide, 2011).
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3.MATERYAL VE YONTEM

Deneysel calismamizda saglikli, erkek, 200+20 gram agirliginda, yaklasik 3 aylik,
Sprague-Dawley cinsi, albino siganlar kullanildi. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM)'nden
temin edilerek Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvari’nda normal musluk suyu ve pellet yemle

standart bir ¢cevre yasaminda beslendi.

Bu calisma ESOGU Deney Hayvanlart Etik Kurulu’nun 27.02.2013 tarihli ve
320/2013 notu karar1 ile kabul edilmis ve ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri
kapsaminda (proje kodu: 2014-254) desteklenmistir.

3.1. Kullanilan Geregler

Hassas Terazi : Super Scale-Sadaver, Tiirkiye
Etiiv : EN 120, niive incubator, Tiirkiye
Santrifiij Cihazi : NF 400R, Tiirkiye

Karistirict (Vortex) : Dragon Lab MX-S(F), Cin

Kan Sayim Cihazi : MS 48, Fransa

Istatistik Programi : SPSS 21.0, Amerika
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3.2. Yontemlerin Uygulanmasi

3.2.1. Deney hayvanlarimin hazirlanmasi

Tiim deney hayvanlarinin enjeksiyondan dnce bir hafta siire ile ortam kosullarina
adaptasyonu saglanmistir. Deney siiresince 12:12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1

(22+2 C°) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatildu.

Sicanlar tablo 3.2.1.1.°de gosterildigi gibi her grupta 7 hayvan olacak sekilde kontrol
dahil 6 gruba ayrild1.

Deney bittiginde, tiim siganlarin etik kurallarina uygun olarak, ketamin/ksilazin
anestezisi altinda toraksi acilip ylirege enjektorle girilerek kalp kani yapilacak isleme gore,

normal ve EDTA’l1 tiiplere alind1.

3.2.2. Siklofosfamid ve selenyum uygulamasi

Se ve CP ticari olarak temin edildi. Bu maddelerden, CP'nin 500 mg" 25 mL bidistile
suda ¢oziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi. Kimyasal madde enjeksiyonlari,
cozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik enjektorler ile

intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.

Se'un 0.5 ve 1 mg/kg'lik dozlart 0.5 mL serum fizyolojikte (SF) eritilerek ¢ozelti

hazirlanarak i.p. olarak uygulandi.

Biitiin hayvanlar ilk enjeksiyondan ve otopsileri yapilmadan Once tartilarak

agirliklar1 saptandi ve boylece uygulanacak ila¢ dozlar1 belirlendi.

Sadece CP verilen 2. gruptaki hayvanlar CP enjeksiyonundan 1 giin sonra anestezi
edildi. CP ile birlikte Se verilen gruplarda Se uygulamasina CP uygulamasindan 5 giin

once baglanacak ve deney siiresince devam edildi.

6. giin hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak CP dozu belirlendi ve bdylece 6. giin
CP+Se verildi. Yedinci giin hayvanlar anestezi edilerek periferik kan ve karacigerleri alindi

(Ayhanci vd., 2009).



Tablo 3.1. Uygulanan Siklofosfamid ve Selenyum’un gruplara gore dagilimu.

Gruplar

Dozlar 150 mg/kg CP 0.5 mg/kg Se 1 mg/kg Se

Kontrol Grubu

2. Grup

3. Grup

4. Grup

5. Grup + *

6.Grup

Tablo 3.2. Siklofosfamid ve Selenyum’un gruplara uygulama sekli.

Giin/Verilen
Madde

1 2 3 4 5 6 7
cP

+ X

Se

+ + + + + + X
CP+Se Se Se Se Se Se CP+Se X
Kontrol SF SF SF SF SF SF X
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3.3. Kan Alim1 ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Tiim deneysel caligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Ketamin/ksilazin ile anestezi edilmis hayvanlardan intrakardiyak kan alimi
yapilmustir. Alinan kan 6rnekleri 10 dakika 3000 rpm devirde santrifiijlencrek ve serumlar
elde edilmistir (Theocharis vd., 2001). Polietilen tiiplere aktarilan serum Ornekleri

biyokimyasal analizler i¢in -80°C derin dondurucuda korunmustur.

Kalp dokusu hiicrelerinin olas1 fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum Orneklerinde laktat dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz-MB

(CK-MB), iskemi modifiye albumin (IMA) enzimlerinin seviyeleri belirlenmistir.

3.3.1. Serum kreatinkinaz-mb diizeyinin belirlenmesi

Kan ornekleri sicanlarin kalplerinden antikoagulan icermeyen bir tiipe 2ml kan ve
heparinli bir tiipe 4ml kan olacak sekilde alindi. Antikoagulan igermeyen tiipe alinan kan
ornekleri 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve serum Ornekleri -
70°C'de saklandi. Serum oOrneklerinde CK-MB diizeyleri calisildi. Heparinli tiipe alinan
kan ornekleri 0°C'de 15 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve plazma Ornekleri
calisiimak iizere -70°C'de saklandi. Serum CKMB diizeyi, Konelab 601 otoanalizér ile
Medkim firmasinin CKMB diizeyleri 6l¢iimii icin tirettigi reagent kitler kullanilarak 0.5 ml

serumda ¢aligildi. Sonuglar U/L cinsinden verildi (Wu ve Bowers, 1982).

3.3.2. Serum laktat dehidrogenaz diizeyinin belirlenmesi

Organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri lumikolsisin ve kolsisin ile uyarildiktan
sonra elde edilen kiiltiir medyumlarinda LDH aktivitesi 6l¢iildii. Kolsisin grubunun LDH
diizeyi (89. 3 + 23. 3 U/mL) ile lumikolsisin grubunun LDH diizeyi (56. 2 = 13. 4 U/mL)

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptandi (p <0, 01).
3.3.3. Serum iskemi modifiye albumin diizeyinin belirlenmesi

IMA diizeyi (Bar-Or vd., 2000) kalorimetrik metoduyla analiz edildi.hasta
serumun 200 uL’si cam tiiplere yerlestirildi ve sudaki 0.1 CoCl; 50 uL’si eklendi. Hafif bir
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calkalamadan sonra, sollisyon 10 dakika birakildi. yeterli kobalt albumin baglama
saglamak icin renklendirici etken olarak 50 puL DTT mikrolitre eklendi ve reaksiyon
%0.9 Nacl 0.1mikrolitresi eklenerek 2 dakika sonra sulandirildi. Operasyon Oncesi ve
operasyon sonrasi serum Ornekleri i¢in kalorimetrik kontrol hazirlandi. Kalorimetrik

kontrol 6rnekleri i¢in, 1.5 mg DTT nin 50uL i¢in damitilmis suyun 50 pl’si yedeklendi.

Absorbe ornekleri bir spektrometre yardimiyla 470 nm’de analiz edildi. DTT igeren
orneklerin rengi, kalorimetrik kontrol tiipleriyle karsilastirildi. Sonuglar, absorbance units
(ABSUs) olarak rapor edildi.

3.4. Histolojik Degerlendirmeler

Otopsileri yapilan sicanlarin karacigerleri dikkatli bir sekilde kesilip alindi, serum
fizyolojik ile temizlendi. Daha sonra, %10'luk formalin bulunan renkli siselere konuldu.
Organlar alindiktan {i¢ saat sonra fiksatifleri yeniden degistirilerek daha iyi fikse edilmeleri
saglandi. Rutin histolojik doku takibinden sonra parafin bloklar1 hazirlanan dokulardan 5-6
mikronluk kesitler alinarak hematoksilin-eosin boyasti ile boyandi ve 151k mikroskobunda

incelendikten sonra Olympus marka DP70 kamera ile fotograflari ¢ekildi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Tiim veri analizleri SPSS 21.0 ve SigmaStat 3.5 paket programlari ile yapilmistir.
Siirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, nitel veriler ise n, ortanca deger,
25’inci ve 75’inci yiizdelik degerler olarak ifade edilmistir. Bagimsiz dlgiimlerden olusan
ve normal dagilim gosteren siirekli veriler, One Way Anova (bu testin c¢oklu
karsilagtirmalarinda Tukey ve Student Newman Keuls yontemlerinden yararlanilmistir)
testi ile, normal dagilim gostermeyen skor degiskenlerinden olusan veriler ise Kruskal-
Wallis (bu testin ¢oklu karsilastirmalarinda Tukey ve Student Newman Keuls

yontemlerinden yararlanilmistir) testi ile analiz edilmistir.

Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya ¢ikan deney

gruplar1 arasindaki farklar, p<0,05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Biyokimyasal Bulgular

150 mg/kg CP uygulanan deney gruplarinin ve serum fizyolojik (sf) verilen kontrol
gruplarinin IMA, CK-MB, LDH ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmas1 Tablo
4.1.1°de gosterilmistir.

150 mg/kg CP uygulanan deney grubunda IMA, CK-MB, LDH seviyeleri kontrole
gore sirastyla %27, %58 ve %73 oranlarinda artmistir (p<0,05).

150+05 mg/kg CP+Se uygulanan deney grubunun ve serum fizyolojik verilen
kontrol gruplarinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmast Tablo 4.1.1°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1.1°de de goriildiigi gibi, 150 + 0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki
IMA, CK-MB ve LDH diizeyleri kontrol grubuna goére sirasiyla %12 ,%18 ve %51
oranlarinda artmistir (p<0,05).

150 + 1 mg/kg CP+Se uygulanan deney grubunun ve sf verilen kontrol gruplarinin
IMA, CK-MB ve LDH ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmas1 Tablo 4.1.1

gosterilmistir.

Tablo 4.1.1 gériildiigii gibi, 150 + 1 mg/kg CP + Se verilen deney grubundaki IMA,
CK-MB ve LDH diizeyleri kontrol grubuna gore sirasiyla %13 oraninda azalirken
(p<0,05), CK-MB %7 oraninda artmistir (p<0,05). LDH diizeyinde 6nemli bir fark
bulunmamustir (p>0,05).
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Tablo 4.1. 150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 150+0.5 mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplar ile kontrol gruplarmin IMA, CK-MB ve
LDH ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi.

GRUPLAR IMA CK-MB LDH
P p P
(n=7) (un) (UIL) (U/L)
KONTROL
0,7460+0,05 293,21+8,27 517,71+44,44
1. GRUP
* * *
150 mg/kg CP 0,9494+0,05 463,56+12,20 895,86+102,01
KONTROL
0,7460+0,05 293,21+8,27 517,71+44,44
V. GRUP
* * *
150+0.5 mg/kg CP+Se 0,8334+0,04 347,07+13,63 786,71452,90
KONTROL
0,7460+0,05 293,21+8,27 517,71+44,44
VI. GRUP
* * 0
150+1 mg/kg CP+Se 0,6513+0,06 315,82+6,30 583,29+52,59

0: p>0.05, fark yok *: p<0.05, fark var +: ortalama deger / standart sapma
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0.5 mg/kg Se, 1 mg/kg Se ve kontrol gruplari arasinda IMA, CK-MB ve LDH degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (Tablo 4.1.2.)

Tablo 4.1. 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari ile bunlarin kontrol gruplarinin IMA, CK-MB ve LDH ortalama degerlerinin istatistiksel karsilagtiriimasi.

GRUPLAR IMA CK-MB LDH
(n=7) (UIL) (UIL) (UIL)
KONTROL 0,7460+0,05 293,21+8,27 517,71+44,44
Il. GRUP
0.5 mg/kg Se 0,8126+0,05 293,47+10,24 562,00+58,43
KONTROL 0,74600,05 293,2148,27 517,71+44.44
1V. GRUP
1 mg/kg Se 0,80610,06 296,91+10,46 601,86:38,04

0 : p>0.05, fark yok
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150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+0.5 CP+Se verilen deney gruplar1 kendi

aralarinda karsilastirilmistir.

150+0.5 CP+Se verilen deney grubundaki IMA, CK-MB ve LDH seviyeleri 150
mg/kg CP uygulanan gruba gore sirasiyla %13, %33, %13 oranlarinda azalmistir (p<0,05).

150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 150+1 CP+Se verilen deney gruplar1 kendi

aralarinda karsilastirilmistir.

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki IMA, CK-MB ve LDH seviyeleri 150
mg/kg CP uygulanan gruba gore sirasiyla %44,%46,%53 oranlarinda azalmistir (p<0,05).

150+0.5 mg/kg CP+Se verien deney grubu ile 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney

gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirilmistir.

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki IMA, CK-MB ve LDH degerleri
150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan gruba gore sirastyla %27, %9 ve %34 oraninda azalma
gostermistir (p<0,05).

Biitiin deney gruplart IMA, CK-MB ve LDH degerleri bakimindan karsilastiriimas;
IMA, CK-MB, LDH degerleri ayrica grafiksel olarak da gosterilmistir.

OKontrol

mCP (150 magkg)
00.5mgkg Se

01 mgkg Se
BCP+0.5mg/kg Se
aCP+1 mgkg Se

H
HH

IMA (ABSUs)

Dozlar (mg/kg)

Sekil 4.1. 150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari, 150+0.5
ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari ve kontrol grubunun IMA seviyeleri.
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Sekil 4.1.1.’de de gorildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 150+0.5 ve
150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplart IMA bakimindan karsilastirildiklarinda
istatistiksel a¢idan onemli bir fark gostermislerdir (p<0,05). Bu deney gruplarmin hepsi
kontrol grubuna gére IMA diizeyi bakimimdan farkli bulunmustur (p<0,05). 150 mg/kg CP
ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’'lik dozlar1 IMA seviyesini kontrol diizeyine
yaklagtirmigtir. CP ile beraber 1 mg/kg Se verilen grup kontrolle kiyaslandiginda ¢ok daha
etkili bir sonu¢ alinmistir. 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplar1 ile kontrol grubu
arasinda IMA diizeyi bakimindan istatistiksel agidan &nemli bir fark bulunmamustir

(p>0,05).

150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplar1 IMA
degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda  istatistiksel agidan Onemli bir fark
gostermislerdir (p<0,05). 0.5 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 mg/kg CP+Se
verilen deney grubu arasinda IMA diizeyi bakimindan istatistiksel acidan dnemli fark
bulunmazken (p>0,05), 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu IMA degerleri
bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel ac¢idan onemli bir fark gostermislerdir

(p<0,05).

1 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se
verilen deney gruplart IMA degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda 150+1 mg/kg
CP+Se grubu ile istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli bir fark gosteririken, 150+0.5
mg/kg CP+Se deney grubu arasinda arasinda IMA diizeyi bakimindan istatistiksel agidan

onemli bir fark bulunmamuistir.

+*

|

500 - ! ""

. 400 o kKontrol

g 300 4 ®150mgkg CP

- od.5makg Se

[on] 200 -

= - o1 mgkg Se

5 100 - mCP+0.5mgkg Se
1] | aCP+imgkg Se

Dozlar (mgikg)

Sekil 4.1. 150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari, 150+0.5
ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplar ve kontrol grubunun CK-MB seviyeleri.
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Sekil 4.1.2’de de gorildiigii gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 150+0.5 ve
150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari CK-MB bakimindan karsilagtirildiklarinda
istatistiksel agidan onemli bir fark gostermislerdir (p<0,05). 150 mg/kg CP ile birlikte
verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lhk dozlarn CK-MB seviyesini kontrol diizeyine
yaklagtirmigtir. CP ile beraber 1 mg/kg Se verilen grup kontrolle kiyaslandiginda ¢ok daha
etkili bir sonug alinmistir. 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari ile kontrol grubu
arasinda CK-MB diizeyi bakimindan istatistiksel agidan onemli bir fark bulunmamigtir
(p>0,05).

150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari CK-
MB degerleri bakimindan karsilagtirildiklarinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
gostermislerdir (p<0,05). 0.5 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 ve 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney gruplart arasinda CK-MB diizeyi bakimindan istatistiksel agidan
onemli bir fark gostermislerdir (p<0,05).

1 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney
gruplart CK-MB degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel onemli bir fark
gostermiglerdir (p<0,05).

* O Kontrol
_ 1200.00 - B 150 mg/kg CP
= 1000,00 4 00.5 mg/kg Se
2 800,00 1
I 600.00 01 mgkg Se
Q 33333 1 B 1504+0.5 mghkg CP+Se
’ 0150+1 mgkg CP+5Se

L

0,00 +
Dozlar (mg/kg)

Sekil 4. 2. 150 mg/kg CP verilen deney gruplari, 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplari, 150+0.5
ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari ve kontrol grubunun LDH seviyeleri.

Sekil 4.1.3’de de goriildiigi gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubu, 150+0.5 ve
150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplart LDH bakimindan karsilastirildiklarinda
111istatistiksel agidan 6nemli bir fark gostermislerdir (p<0,05). 150 mg/kg CP ile birlikte

verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlar1 LDH seviyesini kontrol diizeyine yaklastirmistir.
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0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplart ile kontrol grubu arasinda LDH diizeyi

bakimindan istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

150 mg/kg CP verilen deney grubu ile 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplar1 LDH
degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel agidan Onemli bir fark
gostermislerdir (p<0,05). 0.5 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 mg/kg CP+Se
deney grubu arasinda LDH diizeyi bakimindan istatistiksel agidan Onemli bir fark
bulunurken (p<0,05), 150+1 mg/kg CP+Se deney grubu arasinda LDH diizeyi bakimindan

istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

1 mg/kg Se verilen deney grubu ile 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu LDH
degerleri bakimindan karsilastirildiklarinda istatistiksel acidan énemli bir fark gosterirken
(p<0,05), 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel

acidan 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

150 mg/kg CP ile birlikte verilen Se’un 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlart LDH diizeyi

bakimindan kiyaslandiginda istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmustur (p<0,05).

Sekil 4.1.3.’de goriildigii gibi, CP nedenli toksisite Se’un 0.5 mg/kg’lik dozunda
onemli bir degisiklik gozlenmezken 1 mg/kg’lik dozu LDH seviyesini kontrole

yaklagtirmistir.

4.2. Histolojik Bulgular

Bu caligmada histolojik incelemesi yapilan kalp dokularinin boyuna kesitleri Sekil
1’de, enine kesitleri ise Sekil 2’de gosterilmistir. Histolojik inceleme sonuglarina gore;
kontrol grubu, 0,5 mg/kg dozunda veya 1 mg/kg dozunda Se verilen gruplarin kalp
dokularinda histolojik goriiniim normal olarak saptandi. Boyuna kesitte kalp kasi
hiicrelerinin enine ¢izgilenme gosterdigi, tek olan cekirdeklerinin ovoid bi¢imli ve
okromatik oldugu, acik boyanan g¢ekirdeklerde cekirdekciklerin goriildiigii belirlendi. Tek
basina CP verilen gruba ait ratlarda bolgesel olarak kalp kas1 hiicrelerinde eozinofili artisi,
hiicrelerde sisme ve ¢ekirdeklerinde kromatin yogunlasmasi nedeniyle koyu boyanma ve
kiigiilme, ¢ekirdek sinirlarinda ise diizensizlik saptandi. Ayrica, kiigiik kanama odaklar1 ve
0dem nedeniyle kalp kas1 hiicrelerinin birbirinden uzaklastiklar1 goriildii. CP ile birlikte 0,5
mg/kg dozunda selenyum verilen grupta tek basma CP verilen gruba kiyasla kalp

histolojisindeki degisikliklerin azaldigi, ancak 0,5 mg/kg dozunda se eklenmesinin CP’nin
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neden oldugu bozukluklar1 yeterince Onleyemedigi goriildii. CP ile birlikte 1 mg/kg
dozunda selenyum eklenen gruba ait kalplerde yapilan mikroskobik incelemede ise bazi
kiigtik bolgesel degisikliklere karsin histolojik yapinin daha iyi korundugu saptandi. Genel
olarak, CP wverilen gruplar kiyaslandiginda hi¢ birinde belirgin iltihabi hiicre artis
goriilmedi. Ancak, tek basina CP verilen ve CP ile birlikte 0,5 mg/kg dozunda se verilen
gruplarda iltihabi hiicrelere daha sik rastlandi.

Sonug olarak, CP verilmesinin ratlarin kalplerinde baz1 histolojik bozukluklara yol
actig1, 0,5 mg/kg Se eklenmesinin CP kaynakli hasar1 yeterince onleyemedigi, 1 mg/kg

Se eklenmesinin ise CP kaynakli kalp hasarini 6nlemede daha etkili oldugu sonucuna
varild

Sekil 4.4. Tiim deney gruplarina ait kalplerden boyuna alinmis kesitler, H+E. A: Sadece serum
fizyolojik verilen grupta, B: Sadece 0,5 mg/kg Se verilen grupta, C: Sadece 1 mg/kg Se verilen
grupta normal histolojiye sahip kalp kesitleri izlenmektedir. D: Sadece 150 CP verilen grupta

kiiciik bir kanama alani (y:/diz) ve birbirinden 6dem nedeniyle ayrilmis sitoplazmalar1 koyu
eozinofilik boyanmus, gekirdekleri yogunlasip kiigiilmiis ve koyu bazofilik boyanmig anormal kalp
kast hiicreleri (oklar), E: CP’nin yaninda 0,5 mg/kg Se verilen grupta anormal kalp kas1 hiicrelerinin
(oklar) ve 6demin varligini siirdiirdiigii, F: CP’nin yaninda 1 mg/kg Se verilen grupta kalbin normal
histolojik yapiya sahip oldugu goriilmektedir.



Sekil 4.5. Tiim deney gruplarina ait kalplerden enine alinmus kesitler, H+E. A: Sadece serum
fizyolojik verilen grupta, B: Sadece 0,5 mg/kg Se verilen grupta, C: Sadece 1 mg/kg Se verilen grupta
normal histolojiye sahip kalp kesitleri izlenmektedir. D: Sadece 150 mg/kg CP verilen grupta koyu
eozinofilik boyanmuis sitoplazmalar1 ve koyu bazofilik boyanmis, yogunlasip kiiclilmiis ¢ekirdekleri ile
anormal kalp kas1 hiicreleri (oklar), E: CP’nin yaninda 0,5 mg/kg Se verilen grupta anormal kalp kasi
hiicrelerinin (oklar) varligini siirdiirdiigii, F: CP’nin yaninda 1 mg/kg Se verilen grupta kalbin

normal histolojik yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser giiniimiizde en oOnemli 6lim nedenlerinden biridir. Bu yiizden kanser
olusumunun 6nlenmesi, lizerinde en ¢ok calisilan konulardan biri halini almistir (Kumar
and Cotran, 1995). Insan tiimérlerinin antikanser ilaclara gosterdikleri direncin iistesinden
gelebilmek icin tiimorli hastalara yogun bir kemoterapi uygulanmalidir. Bunun igin
Ozellikle Siklofosfamid (CP) gibi yiiksek doz alkilleyici ajanlarin kullanilmasi
gerekmektedir (Cavalletti vd., 1986).

CP’nin toksik etkisinin aktif metaboliti olan ACR ile ilgili oldugu sanilmaktadir.
ACR doku AO savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda serbest radikal
olusumuna yol agmaktadir (Kawabata vd., 1990; Masuda vd., 2006). Oksidatif stres SOR
miktarindaki artigla seyreden bir durumdur ve bu artis zarlarda lipit peroksidasyonuna
neden olmaktadir (Virag vd., 2003). SOR’larin inflamatuvar siire¢ igerisinde asirt liretimi
oksidatif strese neden olur ve bu da hiicre ve DNA hasarlanmasi, protein denatiirasyonu ve
zar lipitlerinin peroksidasyonunu da igeren mekanizmalar yoluyla nekroza yol agmaktadir
(Ribeiro vd., 1998). Memeli kalp dokusu hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada CP terapisi
boyunca SOR’un agir1 iiretiminin lipid peroksidasyonu yaptigt ve olusan membran
hasarimmin miyokardiyal membranin biitiinliiglinii bozdugu ve disfonksiyona neden oldugu

rapor edilmistir (Janero vd., 1991).

CP’nin antitiimoral etkinligi, yliksek dozda kullanilabilmesine baglidir (Osborne vd.,
1987). Ancak yiiksek doz sitotoksik ilaglarin kullanilmasi ve kanser hastalarimin yasam
slirelerinin uzamasi ilaglarin yan etkilerini de artirmaktadir (Kumar ve Kuttan, 2004).
ACR kaynakli olusan SOR’lar; enzim, reseptér ve iyon pompalart gibi molekiillerle
birleserek onlarin iglevlerini bozarlar (Senthilkumar vd., 2006). Yapilan bir ¢ok ¢alismada
CP’ nin ozellikle yiiksek doz (120-200 mg/kg) kullanimindan sonra kardiyak etkiler
bildirilmistir (Floyd vd., 2005; Slordal ve Spigset, 2006).

Weinstein vd., (2000) farelerle yaptiklari bir caligmada kalp dokusunda kemoterapiye
bagli oksidatif hasarin oldugunu ve kalp dokusunda proteine bagli peroksinitrit
radikallerinde artig saptadiklarini bildirmislerdir. Yine bir¢ok arastirmada (Yahalom ve
Portlock, 2008; Ozkocaman, 2010) antikanser tedavinin potansiyel bir komplikasyonunun
kardiyovaskiiler toksisite olabilecegi ve akut kardiyomiyopatinin yiiksek doz CP ile

olusabilecegi rapor edilmistir.
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Birgok calismada CP kardiyotoksisitesinin lipid peroksidasyonu ve oksidatif strese
katkida bulunabilecegi (Todorova vd., 2009; Fatani vd., 2010) ve artan oksidatif stres
belirleyicilerinin, azalmis enzimatik ve non-enzimatik AQO’larin kanser olusumunu
artirabilecegi rapor edilmistir (Gupta vd., 2009; Fisher-Wellman vd., 2009). Miyokardiyal
doku, kendisini oksidatif zarardan koruyan AO enzimlere sahiptir. Ancak Selvakumar ve
ark., (2004) yaptiklar1 calismada CP verilen sigan miyositlerinde SOR’ larin AO
enzimlerin inaktivasyonuna neden oldugunu ileri stirmiislerdir. Yine Machida vd., (2003)
murin miyokardiyumunda yaptiklar bir ¢alismada CP (200 mg/kg) nedenli akut

kardiyotoksisiteyi SOR artisina ve azalan AO savunma mekanizmasina baglamislardir.

Bu bilgiler 1s18inda yaptigimiz deneysel ¢alismada CP nedenli kalp dokusu hasariin
onlenmesinde Se’un muhtemel koruyucu etkisi serum kreatin kinaz-MB (CK-MB), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve Iskemi modifiye albumin (IMA) bakimindan biyokimyasal ve
histolojik olarak incelenmistir. Deneysel modellerde genellikle CP’nin 100 ve 150
mg/kg’lik dozlar1 kullanilmakta ve hayvanlar CP enjeksiyonundan 6-72 saat sonra
sakrifiye edilmektedir (Ayhanci vd., 2010; Abraham ve Isaac, 2011). Bizim ¢alismamizda
ise CP’nin 150 mg/kg’lik dozu kullanilarak hayvanlar CP uygulamasindan 24 saat sonra

sakrifiye edilmistir.

Deneysel ¢alismamizin histolojik bulgularinda, tek basina CP verilen gruba ait
ratlarda bolgesel olarak kalp kasi hiicrelerinde eozinofili artisi, hiicrelerde sisme ve
cekirdeklerinde kromatin yogunlasmasi nedeniyle koyu boyanma ve kiiciilme, ¢ekirdek
siirlarinda ise diizensizlik saptandi. Ayrica, kiiclik kanama odaklar1 ve 6dem nedeniyle
kalp kasi hiicrelerinin birbirinden uzaklastiklar1 goriildi. Tarek vd., (2010)’nin CP (200
mg/kg) verilen sicanlarda yaptiklari ¢alismanin histolojik bulgulari; miyokardta hemorajik
odaklar, miyokardiyal liflerde bozulma ve hiyalinlesme oldugunu gosterilmistir.
Caligmamizin  histolojik bulgular1 arastiricilar tarafindan ileri siiriilen bulgularla

uyumludur.

Jan (2011)’1n yaptig1 klinik ¢alismada kemoterapi sonucu CK-MB’nin artig1 ve bu
artisin kardiyak hasarin belirleyicisi oldugunun bildirilmesi deneysel calismamizla
uyumludur. Yine siganlarda yapilan deneysel bir ¢alismada yiiksek doz CP (200 mg/kg)
verilen siganlarin kalp dokusunda oksidatif stres yaninda CK-MB’ nin arttigi ve

miyokardiyal disfonksiyonun oldugu gosterilmistir (Yousif, 2010). Calismamizda CK-MB,
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LDH ve IMA diizeylerinin CP verilen deney grubunda oldukga arttig1 saptanmistir. CP
uygulanan deney grubunda CK-MB %58, LDH %73 ve IMA % 27 oranlarinda artmistir.
Bu durum kalp dokusunun yapisal biitiinliigliniin 6nemli oranda bozuldugunu
gostermektedir. CP’ye bagl olarak serum enzim diizeylerinin yilikselmesi kalp dokusunda

olusan CP nedenli oksidatif hasarin gdstergesi olabilir.

Son yillarda iskemi durumlarinda serum albumin yapisinda degisikliklerin
olustugunun belirlenmesi, yeni bir serum kardiyak iskemi belirtecinin bulunmasina olanak
saglamistir. Albuminin yapisindaki son aminoasit terminalinin, agir metalleri (bakir, nikel,
kobalt) baglama kapasitesi vardir. Iskemi durumunda ortaya ¢ikan hipoksi, asidoz, serbest
radikal hasar1 gibi nedenler, bu metallerin alouminin N-terminaline baglanmalarini azaltir.
Yapisinda degisiklik meydana gelmis olan, bu albumine “iskemi modifiye albumin” (IMA)
denilmektedir. Bu protein diizeyine iskemik kalp hastaliklari, derin ven trombozu,
pulmoner emboli, mezenter iskemisi, serebrovaskiiler olaylar gibi degisik hastaliklarda
bakilmis ve normal seviyenin {izerinde bulunmustur (Christenson vd., 2001; Bhagavan vd,
2003). Kardiyak biyokimyasal markerler olan CK-MB, troponin veya miyoglobin daha ¢ok
hiicresel nekroz gostergeleridir, fakat miyokardial iskemi gostergesi degillerdir. Iskemi
modifiye albumin son yillarda kardiyak iskemi belirteci olarak degerlendirilen ve siirekli
lizerinde aragtirmalar yapilan bir molekiildir ve IMA akut koroner sendromlarinda,
miyorkardiyal iskemi tanisinda acil servislerde kullanilabilecegi konusunda Food and Drug
Administration (FDA) lisans1 almistir (Pollack vd., 2003; Collinson vd., 2003). IMA
seviyesinin miyokard iskemisinden sonra dakikalar i¢inde yiikseldigi ve 4-6 saatte normal
diizeyine indigi bilinmektedir (Bar-Or vd., 2000).

Se bazi metabolik hastaliklarin ve kanser tiirlerinin 6nlenmesinde rol oynayan
antioksidan GPx enziminin yapisinda bulunur. Se’un biyolojik 6nemi GPx’in kofaktorii
olmasindan kaynaklanmaktadir. Her alt linitesinde selenosistein seklinde bir adet Se atomu
iceren GPx, hiicre iginde hidrojen peroksitin (H202) suya indirgenmesinde rol
oynamaktadir. Se, E vitamini ile etkileserek lipit metabolizmasi  sonucu olusan
peroksitlerin neden oldugu oksidatif hasarlardan hiicre membranini korumaktadir (Gebre-
Medhin vd., 1984). Cin’de yaygin olarak goriilen bir juvenil kardiyomyopati hastaligi pek
cok cocugun Sliimiine sebep olmus ancak haftada 0,5-1 mg Se uygulanmasiyla tamamen

tedavi edilmistir (Combs ve Combs, 1984).
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Kardiyovaskiiler hastaligin etiyolojisinde Se’un 6nemi aragtirmalarin 20 yildan daha
fazla slirmesine ragmen halen tam olarak anlasilamamistir. Diigsiik Se alimi ile koroner
arter hastalig1 (KAH) riskinin artmasi arasindaki baglanti iizerine kanitlar zayiftir. Bununla
beraber marjinal Se eksikligi kolaylikla goriilebilir (Alissa vd., 2003). Cesitli ¢alismalarda
akut miyokard infarktiisii (AMI), kronik iskemik kalp hastaligi (IKH), konjestif kalp
yetersizligi, kardiyomyopati, hipertansiyon, gibi hastaliklarda serum veya plazma Se
konsantrasyonlarinda anlamli azalma gosterilmistir. Se eksikligi bu nedenle iskemi sonrasi
reperfuzyon hasariyla bunu takiben AMI, koroner bypass ameliyati, kalp nakli ve koroner
anjiyoplasti ihtiyacinda artisa neden olabilmektedir (Lavender ve Burk., 1994; Toufektsian
vd., 2000). Baska bir calismada Se ilavesinin iskemi-reperfuzyon hasarina kars

kardiyoprotektif olabilecegi gosterilmistir (Allan vd., 1999).

Bulgularimiz Se’un kalp dokusunu koruyabilecegi konusundaki diislincelerimizi
desteklemektedir. Calismamizda CP metabolitleri tarafindan kalp dokusunda hasarlarin
olugmas1 ve patolojik degisiklikler serum enzim diizeylerinin yiikselmesiyle uyumludur.
CP ile birlikte uyguladigimiz Se’un her iki dozunda da bu doku hasar1 ve nekroz gibi
anormal patolojik bulgularin azalmasi kalp dokusunun oksidatif hasara karsi korundugu

anlamina gelmektedir.

Calismamizin bulgular1 CP nedenli doku hasari, AO ve membrani stabilize edici
ozellikleri olan Se ile korunabilecegini ve kemoterapide tedavi etkinligi kadar tedavi
iliskili yan etkilerin bilinmesi ve izlenmesinin de Onem tasidigini gostermistir.
Sonuglarimiz literatiir bildirimleriyle uygunluk gostermekle birlikte bu konuda daha

kapsamli aragtirmalar yapilmasi gerektigine inaniyoruz.
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