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OZET

Kemoterapik alkilleyici ilaglar kategorisinde yer alan siklofosfamid (CP), hiicre
hasarini ve iltihabin1 6nlemeye yardimer immunsupresif ilag olarak kronik inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Ancak, kullanimi1 bu kadar yaygin olan
CP, tiim ¢ogalan hiicreler i¢in toksik etkiler olusturmaktadir. Bu yiizden organizmada
hepatotoksisite, nefrotoksisite, immiinsupresyon, miyelosupresyon ve hemotoksitite
gibi ciddi yan etkiler yaratmaktadir ki bu da kullaniminm1 sinirlamaktadir. Bir ¢ok
bilimsel arastirmada, bagisiklik sistemini giiclendirebilen, hiicre biitiinligiini
koruyabilen antioksidanlarin, bu ilacin kullanimi1 sirasinda ortaya c¢ikabilecek yan
etkileri hafifletebilen ya da tamamen ortadan kaldiran ajanlar oldugu gorilmiistiir.
Giliniimiize kadar olan yapilan literatiir taramasinda, antioksidan 6zellikli Selenyum
(Se)’ un toksik maddelerin etkisiyle olusan muhtemel hasar1 azalttigi, bunun yaninda

Bor (B) ile ilgili ¢alismalarin ise yetersiz oldugu sonucuna varilmstir.

Bu calismada, c¢ok Onemli eser elementler Se ve B’ un CP kaynakh
hemotoksititeye karst koruyucu potansiyellerinin karsilastirmali olarak arastirilmasi
amagclandi. Bu amagla 36 adet Spraque-Dawley cinsi erkek siganlar rastgele 6 gruba (n=6)
ayrildi. Kontrol grubu (0,5 ml serum fizyolojik (SF)), 200 mg/kg CP, 20 mg/kg B, 1,5
mg/kg Se, 200 + 20 mg/kg CP+B ve 200 + 1,5 mg/kg CP+Se gruplarina ayrildi. SF, Se ve
B hayvanlara deney boyunca (6 giin), CP ise deneyin 4. Giinii tek doz intraperitoneal olarak
verildi. 7. glin tim sicanlar tartildi ve akabinde sakrifiye edilerek, kan ve kemik iligi
ornekleri alindi. Lokosit, trombosit, eritrosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre diizeylerinin
sadece CP verilen grupta diistiigii; CP+Se ve CP+B verilen gruplarda ise CP verilen gruba
kiyasla bu degerlerin yiikseldigi ve kontrole yaklastig1 goriildii. Ancak Se’ un istatistiksel
anlamhilik elde edilememesine ragmen CP’ nin neden oldugu kemik iligi ve hematolojik
toksisiteyi onlemede B’ dan daha koruyucu oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, bu deneyde
kullanilan dozlarin, kemik iliginde CP’ nin neden oldugu hasara ve CP’ e bagli hematolojik

toksisiteye karsi korumada basarili oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfomid, Sitotoksitite, Hemotoksitite, Selenyum, Bor
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SUMMARY

Cyclophosphamide (CP), which is in the category of chemotherapeutic alkylating
drugs, is also used in the treatment of chronic inflammatory diseases as an
immunosuppressive drug to help prevent cell damage and inflammation. However; CP,
which is so widely used, creates toxic effects for all proliferating cells. Therefore, it creates
serious side effects such as hepatotoxicity, nephrotoxicity, immunosuppression,
myelosuppression and hemotoxicity in the organism, which limits its use. In many
scientific studies, it has been seen that antioxidants that can strengthen the immune system
and protect cell integrity are agents that can alleviate or completely eliminate the side
effects that may occur during the use of this drug. In the literature review to date, it has
been concluded that the antioxidant Selenium (Se) reduces the possible damage caused by

the effect of toxic substances, while the studies on Boron (B) are insufficient.

In this study, it was aimed to comparatively investigate the protective potentials of
the very important trace elements Se and B against CP-induced haemotoxicity. For this
purpose, 36 Sprague-Dawley male rats were randomly divided into 6 groups (n=6).
Control group (0.5 ml saline (SF)), 200 mg/kg CP, 20 mg/kg B, 1.5 mg/kg Se, 200+20
mg/kg CP+B and 200 +1.5 mg/kg divided into CP+Se groups. SF, Se and B were given to
the animals throughout the experiment (6 days), and CP was given intraperitoneally as a
single dose on the 4th day of the experiment. On the 7th day, all rats were weighed and
then sacrificed and blood and bone marrow samples were taken. Leucocyte, thrombocyte,
erythrocyte and bone marrow nucleated cell levels decreased only in the CP group,
whereas in the CP+Se and CP+B groups; It was observed that these values increased
compared to the CP group and approached the control group. However, Se proved to be
more protective than B in preventing bone marrow and hematological toxicity caused by
CP, although statistical significance could not be obtained. Therefore, it was concluded
that the doses used in this experiment were successful in protecting against CP-induced

damage in the bone marrow and against CP-induced haematological toxicity.

Keywords: Cyclophosphamide, Cytotoxicity, Haemotoxicity, Selenium, Boron
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1. GIRIS VE AMAC

Alkilleyici ilaglar kategorisinde yer alan Siklofosfamid (CP); tipta akrolein
(ACR) ve fosforamid mustard (PM) gibi reaktif metabolitleri ile niikleik asit sentezini
engelleyerek, mitozu durduran tiimor engelleyici ilag olarak kullanilir (Kawabata vd.,
1990; Abraham ve Rabi 2009; Boxtel, 2007; Rezvanfar vd., 2008). Ayrica bagisiklik
sistemini geri tutarak hiicre hasarmi ve iltihabin1 6nlemeye yardimci immiinosiipressan
olarak; Sistemik Lupus Eritematozus, Wegener Granulomatozisi, Scleroderma, Behget
hastaligi, Romatoid Artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir (Ahmed ve Hombal, 1984; Celep ve Polat, 2013). CP’ nin
kemoterapotik etkinligi yiiksek doz kullanim ile artmaktadir (Cavaletti vd., 1986).
Bununla birlikte yiiksek doz CP kullanimi, tiim c¢ogalan hiicreler i¢in toksik etki
yaratmaktadir. Bulanti, kusma, ylizde siskinlik, bas agrisi, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi
ve kutandz yan etkiler gibi masum goriilebilecek advers reaksiyonlarin yaninda;
hepatoksisite, kardiyotoksisite, gonadal toksisite, nefrotoksisite, liriner system hasarlari,
miyelosupresyon, immunosupresyon, leukopeni ve dolayisiyla hemotoksitite gibi ¢ok
sayida ciddi yan etkiler de yaratmaktadir (Bramwel vd., 1987; Sabuncuoglu ve
Ozgiines, 2011; Bahgetepe vd., 2013). Bu yan etkiler bu giiclii kemoterapotik ilacin
kullanimini sinirlandirmaktadir (Ayhanci vd., 2010).

Son yillarda ¢esitli deneysel ve klinik calismalara konu olan serbest radikal
temizleyicileri olan antioksidanlarin; kemoterapik ilaclar ile olugsan oksidatif stresi ve
sitotoksisiteyi engellemek i¢in ihtiya¢ duyulan en 6nemli ajanlar oldugu goriilmektedir
(Sun, 1990; Block vd., 2007; Ladas vd., 2004; Baser, 2002). Ayrica antioksidanlar
savunma sistemimizin giiclenmesine de ciddi derecede katkilar saglamaktadir (Keklik,

2016).

Selenyum (Se); insan ve hayvan sagliginda, bagisiklik, oksidasyon direnci ve
kanser olusumunu 6nleme ile ilgili ¢esitli biyolojik faaliyetler i¢in énemli bir iz element,
bilimsel olarak kanitlanmis oldukca etkili bir antioksidandir (Kim vd., 2014). Se’ un kan

hiicreleri ile bazi organlarin dokularinda lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzimler



iizerine etkisi ile ilgili bir ¢calismada plazmada, bobrekte ve karacigerde malondialdehid
diizeylerini azalttig1; eritrosit ve karacigere ait glutatyon peroksidaz (GPx), rediikte
glutatyon (GSH) ve katalaz diizeylerini arttirdig1 goriilmistiir (Kizil ve Cay, 2010). Sonug
olarak Se’ un anlamli derecede antioksidan enzim diizeylerini arttirdigi, oksidatif stress
sonucu meydana gelen lipit peroksidasyonunun yarattig1r olumsuz etkileri diizelttigi ve pek
cok kimyasalin kanserojen etkinligini 6nlemede yararli olabilecegi belirlenmistir (Gfines,
2009). Siganlarda deneysel demans kaynakli beyin ve kan hiicrelerinin hasarlanmasina
kars1 koruyucu etkisi ile ilgili bir ¢alismaya konu olan Se, beyin ve kan hiicrelerinde
glutatyon konsantrasyonlarinin, vitamin E ve GPx aktivitesinin diizenlenmesi ile demans
kaynakli iltihab1 ve oksidatif stresi azaltarak apoptoza karsi anlamli derecede koruyucu
oldugu goriilmiistir (Demirci vd., 2017). Ayrica miyelosupresyonu Onlemede de

etkilidir (Ayhanci vd., 2019).

Ulkemizin énemli bir maden kaynag1 olan Bor (B)’ un antioksidan etkinligi ve
diger antioksidanlarin viicuda almimimi arttirdigr ile ilgili 6zellikleri, son yillarda
yapilan bilimsel ¢alismalar ile kanitlanmaya baslanmistir (Keklik vd., 2016; Sar1 ve
Soysal, 2021; Kuru vd., 2019).

Bu calisma; CP kaynakli sitotoksisite sonucu gelisen, miyelosupresyon ve
hematoksisitenin dnlenmesinde optimal dozlarinda kullanilan Se ve B’ un, hematoprotektif
etkilerinin karsilastirmali olarak arastirildigi ilk ¢alismadir. incelemede B ve Se’ un
etkilerini gozlemleyebilmek icin, deney hayvanlarinin femur kemiklerinden alinan kemik
iligi ve kardiyak kani numuleri ayr1 ayr1 EDTA tiiplerinde toplanacaktir. Eritrosit (RBC),
l1o6kosit (WBC), platelet (PIt), hemoglobin (Hb) ve hematokrit (Htc) gibi periferik kan ve
kemik iligi c¢ekirdekli hiicre seviyeleri Hemavet-850 marka model kan sayim cihazinda
Olciilecektir. Calismaya konu olan antioksidanlarin, CP tedavisi sonucu gelisen bu hasari

onleyip onleyemeyecegi tartisilacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser; hiicrenin biiylimesini, boliinmesini diizenleyen ve kontrol eden genlerin,
hasarlanmasiyla onarim sinyal yollarinin bozulmast sonucu hiicrenin apoptozdan
kaginmasiyla gelisen ¢ok yonlii bir hastaliktir (Nayak ve Pal, 2010; Olsson ve
Zhivotovsky, 2011). Fosillesmis kemik tlimorleri, insanlarda kanserin ilk kanitlar1 olarak,
MO 3000 yillarma ait eski Misir’ daki insan mumya ve eski el yazmalar arasinda
bulunmustur. Kanser hastaliginin var olusu ile ilgili ilk yazili kayitlar, MO 1600 yilma
kadar giden eski bir Misir Papiriisiine (Edwin Smith Papiriisiinde) dayanmaktadir. Bu
papiriiste, meme kanserinin cerrahisine dair 6zgiin ¢alismalar mevcuttur. Hipokrat (MO
460-370) ise benign ve maling tiimorler arasindaki farklar1 ortaya koyan ilk kisidir. Ulser
olusturan ve ilser olusturmayan timorleri tanimlamak i¢in karsinos- karsinoma
kelimelerini kullanmistir. Romali hekim Celsus (MO 28 - MS 50) tarafindan, yengeg
anlamina gelen Yunanca terim, Latince cancer (kanser) kelimesine ¢evrilmistir. Yunanl
hekim Galen (MS 129-216) ise bugiin ‘Onkoloji’ olarak bildigimiz alana adin1 veren kiitle,

yiik anlamina gelen onkos kelimesini kullanmistir (Jemal vd., 2014).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2020 yilinda, IARC verilerinde; diinyada 19,3
milyon yeni kanser vakasinin ortaya ¢iktigini, her yil 10,0 milyon kisinin de kanser
hastalig1 nedeniyle hayatin1 kaybettigini aciklamistir. WHO-IARC verileri 2030 yilina
kadar kanser hastaligimin goriilme sikliginin tiim diinya i¢in % 100, Tirkiye gibi

gelismekte olan tilkelerde ise %75 artis gosterecegini 6ngoérmektedir.

Kanser hastaliginin olusumu sirasinda hiicrelerin biyolojik diizenlerinin bozularak

tiimor olusturmasinda ad1 gegen 4 gen vardir;



1. Onkogenler: Protoonkogenlerin mutasyona ugrayip, hatali ifade edilmesi ile
kanser gelisimine katkida bulunan , kontroliinii kaybetmis protein kodlayan genlerdir
(Weinstein, 2002; Lowitz vd., 2000; Stehelin vd., 1976).

2. Timor supressor genler: Normalde hiicre boliinmesine engel olan genlerdir.
Hiicre ¢ogalmasini kontrol ve inhibe etme, kisitlama iglevleri vardir (Zhu vd., 2015).

3. Onarim genler: Herhangi bir DNA hasarlanmasi durumunda hasarli par¢anin
diizeltilmesi i¢in gereken sinyal iletimini saglar. Baz ve niikleotit ¢ikararak onarim ile
hatali eslesme nedenli hasarlarin onarimlarim1 diizenleyen genlerdir (Kumar vd., 2015;
Bilge ve Kantarci, 2006).

4. Modifiye genler: Tek gen hastaliklarina ve bireysel farkliliklar nedeniyle

kisilerin baz1 kanserlere olan yatkinliklarini gosteren genlerdir (Yener vd., 2014).

Kanser gelisimine neden olan genler, onkogenler ve hiicre boliinmesini engelleyen,
supressOr genler arasindaki denge, diizenli bir hiicre dongiisiinii (siklus) saglar. Bir
organizmanin yasaminda gerektiginde yeni hiicrelerin olugsmasi gerekir. Gelismis
canlilarda yaslanan, hasarlanan gereksiz hiicreler programlanmis hiicre olimii,
apoptozise zorlanmaktadir ( Cohen, 1998). Bu bilgiye dayanarak kanser ile ilgili bir tanim
yaparsak; “Kanser, onkogenler ve tiimor baskilayict genler arasindaki dengesizlikten

kaynaklanan denetimsiz hiicre ¢ogalmasidir” (Kumar vd., 2015; Niederhuber vd., 2014).

Kansorejenler DNA’ ya ulastifinda, onarim genleri, hiicre siklusunu durdurarak
DNA hasarmi gidermeye caligmaktadir. Onarim genleri, mutasyona ugramis kisimlari
diizeltemez ise hiicre apoptoza yonlendirilmektedir. Apoptoz da basarili olmazsa, DNA
yapist degismis mutajenik yeni hiicrelerin iireme siireci baslamaktadir (Hoeijmakers,
2009). Organizmanin doku veya organinda neoplazma (tiimor) olusabilmesi ve
gelisebilmesi i¢in onkogenlerde aktivasyon olmali ve en az 2 baskilayici genin yapisinda
degisme yada yanlis transkripsiyon gerceklesmelidir (Giiner, 2014). DNA onarim
genlerindeki islev bozukluklarmin da siirece eklenmesi, neoplazma (tiimdr) olusumuna

onemli bir katkida bulunmaktadir (Kumar vd., 2015; Abeloff vd., 2020).

Normal bir hiicrenin, tiimor olusturacak bir hiicreye doniismesi ve ¢ogalarak bir

kitle olusturmasi (onkogenez) siireci ¢cok basamakli karsinogenez modeline gore {i¢ evrede



gerceklesir (Nordling, 1953; Harris vd., 1992). Bu evreler sirastyla baglangi¢ (inisinasyon),
artma (promosyon) ve ilerleme (progresyon) dir. ilk evre olan inisinasyon sirasinda
hiicrede; geri doniisiimsiiz epigenomik DNA ve kromozom hasar1 olusup, hiicre igi
kontrolii saglayan genlerde mutasyon meydana gelmektedir (Pehlivanoglu vd., 2019).
Inisiyasyon evresi uzun bir siirectir. Iltihaplanma ve yangi ile birlikte genomik kararsizlik
(instabilite) icerisinde hiicre biiylimesi gerceklesmektedir (Ciftci, 2017). Promosyon
sirasinda genomik karasizliktan kaynaklanan geri doniisiimsiiz bagka mutasyonlar, daha
fazla bagimsiz, transforme olmus hiicre sayisinda artiga, invazivlik (zararlilik) derecesi
yiiksek dokulagmaya, sonug olarak metastaza neden olmaktadir. Progresyon evresinde ise
transforme hiicre sayisindaki artis ile birlikte genetik yapilari daha ¢ok hasara ugramis

malign urlar1 olusur ( Poirier, 1987; Pazarbas1 ve Kasap, 2003).

Cok asamali karsinojenezin baglamasinda ve hiicrelerin neoplastik biiyiimesinin
tesvikinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ nin promotorlik yaptigina dair  kanitlar
bulunmaktadir (Cerutti, 1985). Dis yoriingelerinde eslenmemis elektron bulunduran
oksijene ait radikal molekiiller, ROS olarak adlandirilir (Altinisik, 2000). ROS’ nin
eslesmemis elektronlari, yliksek bir enerjiye sahip olduklarindan, hiicrede daha ¢ok iiriin
iiretilebilen reaktif bir hale tasinabilmekte ve siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil
radikali gibi serbest radikallerin olusumuna neden olabilmektedir (Altimisik, 2000;
Karabulut ve Giilay, 2016). Yiiksek diizeydeki ROS; proteinlerin, lipitlerin ve DNA’nin
yapisini bozarak, hiicresel siireclerin isleyisine zarar vermektedir (Devasagayam vd., 2004;
Schumacker, 2015; Sen vd., 2011). DNA’ daki bu oksidatif hasar, kansere neden olan
mutasyonlar1 da tesvik etmektedir (Gao vd., 2007).

Reaktif oksijen tilirleri (ROS)’ nin olusturacagi iriinleri engelleyen, serbest
radikalleri tutabilen ve stabilize edebilen maddeler antioksidan olarak adlandirilmaktadir
(Liou ve Storz, 2010). Canli organizmalarda, oksidan olusumu ile antioksidan korunma
arasindaki dengenin bozulmasiyla oksidatif stres meydana gelmektedir (Diindar ve Aslan,
2000). Normal dengenin bozulmasi, oksidan olusumun artmasindan veya antioksidan
korunmadaki diisiisten kaynaklanabilir. ROS’ nin yarattig1 hiicre i¢i hasarlara ilaveten
antioksidan savunma mekanizmalarinda ki dengesizlik; doku hasarlarina neden olmaktadir

(Ciftci, 2017; Zararsiz vd., 2008; Altinisik, 2000).



Teshis
Tedavi Stratejileri Gelistirme

Uygun Tedavi  Segimi

//1

Cerrahi Radyoterapi Kemotera pi Modern Tedavi Yontemleri
Hasta Takibi NUKS \ Olim

Sekil 2.1. Kanser olgularinda hastaligin teshisi ve tedavisinde izlenen yol (Gabriel, 2007).

Bir cok kanser tiirtinde tedavinin sekli, hastaligin evresiyle belirlenmektedir
(Sekil 2.1.). Bu tedavi sekillerinin birinci  uygulama amaci; biitiin kontrolsiiz bdliinen
hiicrelerin viicuttan temizlenmesi ve hastanin yasami boyunca bu hiicrelerin olusturdugu
neoplazmanin tekrarlanmamasini hedef alan kiiretif tedavidir. Ikinci uygulama amaci
palyatif bakimda ise hayatin1 tehdit eden hastalikla ylizyiize kalan hasta ve hasta
yakinlarinin, hayat kalitesinin artirilarak fiziksel, psikososyal ve ruhani problemlerinin

erken tespit ve tedavisinin hedeflenmesidir (Aydogan ve Uygun, 2011; Frei, 1985).

Giinimiizde kanser tedavilerinde en yaygin uygulanan tedavi yollar1 olarak
ozellikle gelismekte olan, orta gelirli iilkelerde kemoterapi (ilagla tedavi), daha sonra
cerrahi yontemler ve radyoterapidir (Camacho vd., 2014; Skeel ve Khleif, 2011). Bu
tedaviler ayr1 ayr1 yada birliktede uygulanabilmektedir (Pratt, 1994). Cerrahi
yontemde temel olan, neoplazmanin ya da neoplazik organin canli bedeninden
tamamen uzaklastirildigr onkolojik cerrahidir. Radyoterapi ve kemoterapide ise asil
amag, neoplazmanin tamamen temizlenerek kanserojenik hiicrelerin yok edilmesidir

(Tirker ve Kayaalp, 2002).



2. 2. Kemoterapi

Thomas Fowler tarafindan ilk kez 1786' da ates ve bas agrisi tedavisinde
kullanilan arsenik (%]1' lik arsenik trioxide: Fowler soliisyonu), 1865’ te Lissauer
tarafindan bazi kronik l6semilerde kullamilmistir (Doyle, 2009; Lissauer, 1865).
Tedavi sonrasi dalagin kii¢tldiigi, 16kosit sayisinin diistiigii ve aneminin diizeldigi
kayit altina alinmistir. Bu kullanim, sitotoksik tedavi i¢in ilk adim olarak kabul
edilmektedir. Kemoterapiler sitotoksik yani hiicre fonksiyonunu bozucu ilaglardir.
Sitotoksik ilaglar, hiicre bliylime ve c¢ogalmasini durdurmayi1 hedefler. Bu nedenle
kemoterapi ilaglar1 hizla biiyliyen ve c¢ogalan malign hiicrelerin durdurulmasinda,

kanser tedavisinde etkilidir (Avendano ve Menendez, 2015).

“Kemoterapi” sozciigii 19.yy’ da Dr. Paul Ehrlich (1854-1915) tarafindan,
kanser degil sifilis tedavisiyle ilgili olarak kullanilmistir. Dr. Ehrlich’in hayvanlar
iizerindeki ¢alismalar1 ve kullandig1 ilacin basarisi, diger hastaliklarin tedavisinde de
kimyasallarin kullanabilecegini éngormiistiir (Temel, 2015). Kemoterapi II. Diinya
Savas1’ nda hardal gazina maruz kalan askerlerde kemik iliginde meydana gelen toksik
etkilerin goriilmesi ile ilgili baslatilan ¢alismalardan ¢ok kisa bir siire sonra, bir¢cok

ileri evre solid ve hematolojik kanserlerin tedavisinde de kullanilmaya baslanmistir

(Chabner ve Roberts, 2005).

Lokal olarak ilerlemis hastalarda kemoterapi, sistemik bir tedavi sekli olarak
kullanilmaktadir. Baska bir deyisle, kan dolagimi araciligi ile viicudun tiim bolgelerine
kemoterapik ilaglar yayilmakta, yayilan bu ilaglar viicuttaki tiim doku ve organlari
etkilemektedir. Bu agidan kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi gibi yerel tedaviyi
amaglayan tedavilerden farklidir. Log-Cell Kill hipotezine gére kemoterapi uygulama
siiresi ne kadar uzun olursa, logaritmik artig ile timor hiicreleri de o kadar oliir

(Katzung ve Trevor, 2012).

Kemoterapide kullanilan kimyasallar, antitiibilin ilaclar, antimetabolitler, DNA
etkilesimli ilaglar, alkilleyici ve molekiil hedefli ilaglar olarak smiflandirilmaktadir

(Nussbaumer ve Bonnabry, 2011). Kemoterapide diisiik molekiil agirlikli ilaglarin



kullanimi ile segici olarak malign hiicrelerin ¢ogalmalar1 sinirlandirilmak istensede, bu
ilaclarin tedavi edici etkileri serbest radikal iiretimini hizlandirmalar1 nedeniyle, azalir.
Sonugta; doku ve organlarda geri doniisii zor olan hasarlar meydana gelmektedir (Feng

ve Chien, 2003; Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2011).

2.3 Antineoplastik flaglar

Kemoterapide kullanilan antineoplastik ilaglar (kanser ilaci), kemoteratopik
(kimyasal) ilaglardir (Peryy, 2008). Tiimor hiicrelerinin olgunlagmasini, biiylimesini veya
yayilmasin1 engelleyen maddelerdir. Timor hiicreleri pek immiinojenik degildir
(Blankenstein vd., 2012). Bu yiizden antineoplastik ilaglar immunosupresif etkinlige

sahiptir (Boxtel, 2007).

Kemoterapoétik ilaglar, etkilerine gore iki sinifta incelenmektedir.

I. Hiicre Déngiisine Bagiml ilaglar: Hiicre déngiisiinde, DNA replikasyonunu
etkileyen S fazma yonelik ilaglar, hiicre metabolizmasini ve DNA replikasyonunu sekteye
ugratmaktadir. Mitotik evreye yonelik ilaclarda, ana hiicreden iki hiicre olugmasini
onlemektedir (Boxtel, 2007). Hiicre dongiinde, interfazin G, fazina yonelik ilaglar ise
(antitimdr antibiyotikler) DNA, RNA ve protein sentezlerini olumsuz etkilemektedir

(Pratt,1994).

I1. Hiicre Déngiisiinden Bagimsiz (Déneme Ozgii Olmayan) laglar: Dogrudan
DNA ‘ya zarar veren, hiicre prolifasyonuna bagli olmayan ajanlardir (Boxtel, 2007). Hizli
boliinen hiicrelerin 6lmesine neden olurlar.

Kemoterapoétik ilaglar kimyasal yapisina ve hiicredeki etkinliklerine gore ise ii¢

kisimda incelenmektedir:

*Sitostatik Ajanlar
e Alkilleyici Ajanlar
e Antimetabolitler

e Bitkisel Alkoloidler



e Sitostatik antibiyotikler

e Topoizomeraz Inhibitorleri
eHormon ve hormon antagonistleri

e Steroitler

e Antiodstrojenler

e Antiandrojenler

e Aromataz inhibitorleri
e immunoterapétikler

e interferon

e interlokin II

e Asilar (Boxtel, 2007; Temel, 2015)

2.3.1. Alkileyici ajanlar

DNA' y1 hasarlayarak, apoptozu baslatan alkilleyici ajanlar; kemoterapide
kullanilan en 6nemli ilag gruplarindan birisidir (Corrie, 2008; Kayaalp, 1989). Alkilleyici
ajanlar, giiclii elektrofilik 6zellikleri ile DNA’ nin kovalent bag olusturmaya yatkin
guanin kalintilar1 ile reaksiyona girebilmeleri nedeniyle hiicre dongiisiinden bagimsiz
ilaglar olarak kategorilenmesine ragmen, hiicre dongiisiiniin DNA sentezine hazirlik
donemi G; ve DNA replikasyonunun oldugu ig ipliklerinin iiretildigi S donemine de

duyarli olup, G, fazinda da blokaj gostermektedirler (Tannock, 1978).

Alkilleyici ajanlarin sitotoksik ve kemoterapik etkileri, DNA’ in alkillenmesiyle
baslamaktadir. DNA’ nin iplikleri arasinda ¢apraz baglara neden olarak  DNA
replikasyonunu engellemektedir (Boxtell, 2007). Alkilleyici ajanlarin, birincil kanserler
icin tedavi edilen kanser hastalarinda, ikincil tiimorler irettigi bilinmektedir. Terapotik
dozlar yiiksek oldugundan ve ilaglarin farmakokinetigi kapsamli bir sekilde ¢alisildigindan,
bu ajanlar, deney hayvanlari ve insanlar arasindaki i¢sel kanserojen potansiyellerini

karsilastirmak i¢in essiz bir firsat saglamaktadir (Germanas ve Pandya, 2002).
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Alkilleyici ajanlar kimyasal yapilarina gore 6 farkli grupta incelenirler. Bunlar;

1. Azotlu Hardallar: mekloretamin, melfalan, siklofosfamid, ifosfamid, ve
klorambusil

2. Alkil stilfonatlar: busulfan, treosulfan

3. Etilenimin tiirevleri: altretamin ve tiyotepa

4. Nitrozotireler: karmustin, lomustin, semustin ve glukozamin tiirevi olan
streptozosin

5. Platin kompleksleri: karboplatin, sisplatin

6. Triazinler: prokarbazin, dakarbazin (Boxtell, 2007; Pratt, 1994; Temel, 2015)
dir.

2.4. Siklofosfamid (CP)

Siklofosfamid (CP); kemoterapik bir ilag olarak, klinikte ¢ok kullanilan nitrojen

mustardlarla kimyasal olarak iligkili sentetik bir alkilleyici ajandir. Viicutta terapotik

etki bolgesinde aktif forma yeniden doniistiiriilecek olan toksik olmayan tasiyici

formda On ilagtir, invitro olarak inaktiftir (Arnold vd., 1958; Ahmed ve Hombal, 1984).

CP, tibbi kullanim i¢in 1959’ da Amerika Birlesik Devletleri’ nde onaylanmistir.

Diinya Saglik Orgiitii’ niin Tibbi Ilaglar Listesi’ ndedir. Organ nakillerinde kullanilan

gliclii bir immiinosiipressandir (Boxtel, 2007). Kemoterapide uygulanma siiresi ve ilacin

dozu, hastaliga ve hastaligin seyrine gore degismektedir.

(o) CH; -CH,—Cl
/N
CH, P / \CHZ -CH,-Cl
| | o

\../

Sekil 2.2. Siklofosfamidin kimyasal yapisi (Emadi vd., 2009)
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Oda sicakliginda beyaz ya da beyaza yakin renkte kristalize toz haldeki CP’ nin
molekiiler agirhigr; 261,09 g/mol’ diir (Cizelge 2.1). Kapali formiilii C;H;sN»O,, agik
formiiliiniin ITUPAC sistemine gore ag¢ilimi (RS)—2-[Bis(2-kloretil)amino]-2H-1,2,3-
oksazafosfinan-2-oksit’ tir (Sekil 2.2).

Cizelge 2.1. CP’ nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Wang vd., 2009)

CP’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Molekiiler Formiilii C,H,;5CI,N,O,P

Molekiiler Agirhk 261,09

Fiziksel Ozellikler Kokusuz, ince beyaz kristal toz

Erime Noktas1 49,5 -53°C

Kaynama Noktasi 336°C

Yogunluk 1,479 g/em’

pKa. 4,5

Stabilite Stabilite 30° C’nin iizerindeki sicakliklarda klor
ataomlarinin  ayrigmasiyla hidroliz meydana  gelir.
Oksidasyon, nem ve 1s18a duyarlidir.

Oral uygulamadan sonra hizlica emilen CP’ nin biyoyararlanimi1 %75 den
fazladir. Gastrointestinal sistemden absorbe edilen CP, karacigerde metabolize
olmaktadir. Plazmada yarilanma 6mri ortalama 6,5 saat (6 ila 9 saat arasi) tir. Sindirim
sistemi diginda parenteral yolla ila¢ verildiginde aktif metabolitlerinin plazmadaki

yogunlugunun en iist seviyeye ulagmasi 2-3 saat siirer (Akcasu vd., 1992).

2.4.1 Siklofosfamidin etki mekanizmasi ve farmokinetik ozellikleri

flaglarm, organizmadaki enzimlerin katalize ettigi tepkimeler sonucu kimyasal
degisiklige ugramasiyla, genellikle daha polar yeni Dbilesiklere doniismesine
biyotransformasyon ya da metabolizma denir (Kayaalp, 2009). Bazi ilaglarin
organizmadaki iyilestirici etkileri, metabolizma sonucu olusan {irlin ve ara iirlinlerinin

farmakolojik etkileri nedeniyle goriilmektedir (Akgiin vd., 2004).

flaclarin viicuttan atilimi igin énemli bir mekanizma olan metabolizma ile ilaclar

daha az toksik bir sekle doniistliriilmekte ve polar hale getirilmektedir. Bobreklerden ancak
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cok kiiciik molekiiller veya fizyolojik pH’ da iyonize olabilen bilesikler atilabilmektedir
(Akgiin vd., 2004; Rollas 1992). Ilaclarin cogu lipofilik karakterdedir ve bobrek
tibiillerinden reabsorbe olmaktadirlar. Yapilart degismeyen lipofilik bilesikler,
organizmada uzun sure kalabilir, yag dokularinda veya ¢esitli dokularda birikebilmektedir.
Bu nedenle organizmalar, bu bilesikleri hidrofilik o6zellikli, viicuttan atilabilecek
metabolitlere c¢eviren enzim sistemleri gelistirmistir. Fakat bu enzim sistemlerin
olusturdugu metabolitler daha toksik de olabilmektedir (Akgiin vd., 2004; Rollas, 1992;
Hatip ve Boliikbasi- Hatip, 2021).

Bu enzimlerin kontrol ettigi iki gesit ilag metabolizma yolu bulunmaktadir (Ozdemir

ve Karakurt, 2016).

. Fazi I Reaksiyonlar1 (oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz, hidratasyon vb) :
Amact; molekiile polar bir fonksiyonel grup kazandirarak, bu sekilde molekiiliin
daha polar ve daha kolay atilabilir hale gelmesidir. Bu reaksiyonlar biiyiik dlctide,
birincil olarak karacigerde bulunan “’heme’’ igeren protein yapidaki P450 enzimleri
ile gergeklesir. Enzimi kodlayan "450" rakami; "heme" ihtiva eden karaciger
pigmentlerinin karbonmonokside baglanmasi sonrasi absorbe ettigi 1518a ait dalga
boyunun nanometre olarak en yiiksek degerini ifade etmektedir (Yiksel, 2001).
fla¢ metabolizmasinda CYP1, CYP2 ve CYP3 olarak adlandirilan sitokrom P450
(Sp-450)’ nin ti¢liniin daha ¢ok rolii oldugu diisliniilmektedir. (Hatip ve Boliikbagi-
Hatip, 2021).

. Faz II Reaksiyonlar1 (Konjugasyon reaksiyonlar1): Molekiile glukronat veya
sulfat gibi kii¢ciik, polar, iyonize olabilen gruplarin enzimatik olarak katildig1
konjugasyon ve asetilasyon iglemleridir. Faz II reaksiyonlar1 enerji gerektirir.
Reaksiyonlar genellikle sitozoliktir. ilaglar, cesitli bilesiklerle konjiige olduklarinda

vicuttan atilamalar1 hizlanir.
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Hiicrenin farkl yerlerinde de bulunabilen Faz I ve Faz Il enzimleri farkli kinetik

ozelliklere sahiptir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Faz 1 ve 2 metabolizma arasindaki farklar (Hatip ve Boliikbasi-Hatip, 2021)

Faz I Faz 11

1. Degradatiftir. 1. Sentetiktir.

2. OH, NH,, SH, O ve COOH gibi islevsel 2. Faz I’ den ¢ikan metabolitleri glukoronik

gruplarin eklenmesi. asit, siilfat, asetil,metil gibi gruplarla konjiige
eder.

3. Temelde mikrozomal 3. Mikrozomal,mitokondriyal ve sitoplazmik

4.0Olusan metabolitler kiiciik, polar /non-polar | 4. Olusan metabolitler genelde daha biiyiik,

aktif/inaktif olabilir. polar, suda ¢oziiliir ve inaktiftir.

Siklofosfamid, her yastan hastaya gastrointestinal yoldan, ¢ogunlukla da intravendz
(damar i¢i) olarak uygulanmaktadir. CP, hiicrelerin en stk DNA, RNA ve proteinlerine
baglanmaktadir (Xu vd., 2013). Genel olarak alkilleyici ajanlarin canli organizmadaki
farmakolojik etkisi, hiicreye ait DNA zincirlerinin ¢apraz olarak baglanmasiyla mitotik
aktivitelerin, hiicre biiyiimesinin, hiicre farklilagmasimmin ve hiicre fonksiyonunun

dejenere olmasina dayanmaktadir (Ponticelli vd., 2018; Yap vd., 2010).

Kanser onleyici 6zelligini gosterebilmesi i¢in CP’nin, hepatik sitokrom P450
enzimleri tarafindan etkin hale getirilmesi gerekmektedir (Donelli vd., 1976). Sitokrom
P450 Faz 1 enzimleri iizerinde yapilan calismalarda hastalarin tasidiklart gen
cesitliligine bagh olarak ilaglar1 yavas, orta, hizli ve ultra hizl1 bir sekilde metabolize
ettikleri tespit edilmistir. Bu yiizden bir hastaligin tedavisi i¢in kullanilan ilag,
bireylerde var olan DNA farkliliklar1 sebebiyle, ayn1 tedavi yanitini vermemekte veya
ilacin hasta tizerinde toksik etki gostermesiyle tedavinin zorlagmasina neden

olmaktadir (Fejzullahu, 2018).

Siklofosfamid, biyotransformasyonu sirasinda Faz 1 enzimi (6zellikle
CYP2D6, -2C19, -3A4) tarafindan hidroksilasyonu ile daha polar bir bilesige 4-OH-
CP’a, sonra aldofosfomide doniisir (Wang vd., 2013). Olusturulan aldofosfomid;
fosforamid mustard (fosforamid hardal-PM) ve akrolein (ACR)’ e ayrisir (Sekil 2.3.).
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Siklofosfamidin tiimor kiigiiltiicli ana etkisinden sorumlu bileseni PM, aktif bir
neoplastik alkilleyici ajandir (Friedman vd., 1976). Bu bilesen sadece, aldehid
dehidrogenaz adli enzimin dusiik diizeyde bulundugu hiicrelerde etkinlik gosterir
(Citron vd., 2003). PM, DNA' nin piirin bazlarindan biri olan guanine alkil gruplar
eklemektedir. Bu durum, guaninin sitozine olan ilgisini kaybettirip, timine
baglanmasina sebep olmaktadir. PM’ in etkisi ile DNA iginde meydana gelen geri
doniisimsliz ¢apraz baglanmalar gerceklesirken, sonugta DNA replikasyonu
engellenmis hiicre, apoptoza gitmektedir (Litlle, 1987; Mc Evoy, 2004; Karaboga,

2018; Sarigopur, 2015).

Rh R2= -CHz'CHE{:I

o
Il
2 RyRoN—P—NH,
I'!I OH o NH, OH
Do *Pf H Phosphoramide
P R \0,-.\_/50 - mustard
it o I %
R, 2
4-Hydroxy-CPA Aldophosphamide o
H
Acrolein
H
,!, P450-catalyzed i O
0~:~Pl" } Deactivation oapa :> )J\
S +
Ft1—r;|’ \O N-dechloroethylation H_’f’ \D H c
R R
g % Chloroacetaldehyde
CYCLOPHOSPHAMIDE (CPA) Dechloroethyl-CPA (CA)

Sekil 2.3. Siklofosfamidin biyoaktivitasyon mekanizmasi (Li vd., 1999)

Ayrica PM, farkli bir reaksiyona girdigi takdirde kloroetilaziridini

olusturabilir , bu reaksiyon sonucu ile de siklofosfamidin neden oldugu toksisite

daha da artabilmektedir (Ludemann, 1999).
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Akrolein (ACR) ise endotel hiicrelerinde toksik etki yaratan, CP’ ye 6zgii steril
hemorajik sistit olusumuna neden olan metabolitidir. Ayn1 zamanda ACR, glutatyon
(GS)’ nun tilkkenmesine neden olarak, CP kaynakli hiicre toksisitesini arttirmaktadir

(Adams ve Klaidman, 1993; Kawabata vd., 1990).

2.4.2 Siklofosfamidin yan etkileri, kemik iligi ve kan hiicrelerine etkisi

Siklofosfamid kaynakli yan etkiler ilk olarak 1960’ da bildirilmistir. Ilk
bildirilen yaygin ve hafif klinik yan etkileri arasinda; mide bulantisi, ates, kusma,
yorgunluk, yilizde sisme, sa¢ dokiilmesi, gecgici kemik iligi baskilanmasi,
gastrointestinal bozukluklar, immum sistemin baskilanmasi sebebiyle gelisen

enfeksiyonlar ve alerjik reaksiyonlar 6rnek olarak verilebilir (Ahmed ve Hombal,

1984; Hansen vd., 1995).

Ayrica doza bagimhi olarak ortaya ¢ikan c¢ok daha ciddi yan etkileri
bulunmaktadir. Bunlar; nefrotoksisite (Shteht vd., 2018), hepatoksisite (Hamzeh vd.,
2018), kardiyotoksisite (Slordal, 2006; Floyd, 2005; Cengiz, 2018) gonadal toksisite
(Atalay, 2014; Kanno, 2009), myelotoksisite (Goziioglu, 2021) gibi ¢oklu organ
hasarlaridir. Ek olarak doz arttirnmina bagli hipotroidi ve sarilik ender gelisen olgular
olarak sunulmustur (Kayaalp, 2017). CP’ nin metabolitlerinden olan ACR’ nin idrar
kesesinin nemli dokusu, mukozada toksik etki yarattigr 1988 yilinda Luce ve Simons

tarafindan kanitlanmistir.

Tim bu yan etkilere ek olarak, CP‘ nin irettigi karbon iyonlarinin, niikleik
asitlerin ve proteinlerin merkezlerinde yer alan elektronlari ile tepkimeye girmesiyle
mutasyonlara, mikroniikleus indiiklenmesine ve ROS’ nin olusumuna yol agabilecegi
disiiniilmektedir (Korkmaz vd., 2007; Celebi vd., 2020). Olusan oksidatif stresin ise
hayati Oneme sahip organlarin dokularinda, lipid peroksidasyonunu arttirdig:
gozlenmistir (Sulkowska, 1998; Ayhanci vd., 2009; Abraham ve Isaac, 2011; Sakthivel
ve Guruvayoorappan, 2014).
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Kemik iligi stem hiicrelerinden koken alan T ve B lenfositlerin CP’ nin
metabolitlerinden etkilemesinden dolayi, CP’ nin  hiicresel ve humoral bagisikligi
baskiladig1r da goriilmistiir (Watson ve Notley, 1973; Derici vd., 2008; Saruhan ve
Dereli, 2014). Immun sistem, hiicre hasar1 meydana geldiginde tiimor nekroz faktor
(dogal immiinite mediatorii) iiretimini aktive edip apoptoz yoluyla (programlanmis
hiicre 6liimii) hasarli hiicreyi yok edebilir (Jaeschke ve Lemasters, 2003; Adrain ve
Martin, 2001; Derici vd., 2008; Cengiz vd., 2020). Fakat immiinosupresif etkiye sahip
CP nedeniyle hasarh hiicre fark edilemez. Bu da ikincil malingniteye neden olabilir.
Ayrica bagisikligr baskilamaya bagli olarak 16kopeni, lenfopeni, trombostopeni
geligebilmektedir. Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlarda CP uygulamasindan sonra
16kosit (WBC), trombosit (Plt) ve kemik iligi cekirdekli hiicre (KICH) sayilarinin
onemli Ol¢lide azaldig1 ve hematoksisite gelistigi gézlenmistir (Xie, 1985; Cengiz vd.,
2018). Bu etkiler doz arttirimi ile birlikte daha ciddi halde alabilir (Turk ve Parker,
1982; Kalaycioglu vd., 1995; Cingi vd., 1996).

Siklofosfamidin sitotoksik etkilerine oldukca duyarli hiicrelerden biri de hizli
boliinen kemik iligi hiicreleridir. CP kullanim1 sonucunda gelisen en belirgin toksisite
miyelosupresyondur (kemik iliginin baskilanmasi) ve bu doz bagimhdir (Yildiz ve
Goziioglu, 2021). Deng vd., 2010 yilinda yaptig1 bir calismada DNA hasarina bagl
olarak 200 mg/kg CP verilen hayvanlarda KICH> ne ait TUNEL Testi ile tespit edilen

degerlere bakilarak kemik iliginde baskilanma oldugu sonucuna varmistir.

Kemoterapi i¢in CP kullanilan bireylerde, sitotoksik etkileri 6nlemekadina, bazi
koruyucu ajanlar, antioksidanlar kullanilmalidir (Ayhanci vd., 2016; Ayhanci vd.,
2019).

2.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, canli metabolizmasinin kimyasal siirecleri sonucu olusan
serbest oksijen ve nitrojen radikallerinin birinin ya da her ikisinin olusumunu
engelleyebilen, sebep olduklar1 hasar1 azaltabilen veya yok edebilen, viicudun

detoksifikasyonunu saglayan, savunma sistemleridir (Yilmaz, 2010; Karabulut ve
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Giilay, 2016). Antioksidanlar viicut tarafindan sentezlenebilmekte veya gidalarla ve
takviye olarak alinabilmektedir. Antioksidanlarin calisma mekanizmasinda, hidrojen
atomlarin1 paylasma ve radikallerin reaktiflik 6zelliklerini, kendilerini okside ederek
baskilama vardir. Serbest radikalleri dort farklt mekanizma ile etkisizlestirebilirler

(Young ve Woodside, 2001; Memisogullari, 2005).

Bu mekanizmalar (Sekil 2.4.);

. Scavenging (temizleme) etkisi; Bu o6zellikleriyle, daha az elektron tasityan bir
maddeye doniismiis oksidanlar1 zayif bir molekiil haline doniistiiriirler. Antioksidan

enzimler bu tip etki gosterirler.

. Quencher (baskilama) etkisi; Oksidan maddeler ile bir hidrojenlerini
paylasarak onlar1 non-reaktif hale getirirler ve genelde bu etki reaktif oksijen tiirlerini

yakalama 6zelligine sahip olan flavonoidler ve vitaminler tarafindan gergeklestirilir.
o Onarim etkisi; Serbest radikallerin sebep oldugu hasarlari onarirlar.

o Zincir koparma etkisi; Serbest oksijen radikallerini baglayarak islevlerini
engellerler. Albumin ve biluribin zincir kirict etki gosterirler (Altinisik, 2000;

Memisogullari, 2005; Valko vd., 2007).

LERDEE
METASOLETMA

]

EADHALLEY

ANTIOKSIDANLAR J

Mikleik Asit
Hasan

Protein
Oilesidasyonu

S3ULS dILVAISMO

Lipit
Peroksidasyonu

Sekil 2.4. Antioksidanlarin koruyucu ve onleyici etkileri (Anonim)
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2.5.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar dogal antioksidan olarak endojen ve eksojen kaynakli olarak

ikiye ayrilir (Akkus, 1995; Young ve Woodside, 2001).

Endojen antioksidanlar grubunda bulunan glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz, katalaz enzimatik antioksidan savunma
sistemi iyeleridirler. Enzimatik olmayan antioksidanlara ornek; glutatyon,
melatonin, koenzim Q, selenyum, albumin, bilirubin, a-lipoikasit. Bu savunma
sisteminin en etkilileri siiperoksit dismutaz, katalaz ve GPx’ dir. (Karabulut ve

Giilay 2016; Aydemir ve Sari, 2009).

Eksojen antioksidanlar vitaminler ve ila¢ olarak kullanilan eksojen
antioksidanlar olarak smiflandirilir. Vitamin A, C, E ve By vitamin eksojen
antioksidanlara ornek; sitokinler, barbitiiratlar, demir salatorleri, recombinant
siperoksit dismutaz, trolox-C ila¢ olarak kullanilan cksojen antioksidanlara

Ornektir.

2.6. Selenyum (Se)

Selenyum (Se) atom numarasi 34, kiitle numaras1 78,96 olan, periyodik cetvelin 4.
periyodunun 6A grubunda yer alan, insanlar ve hayvanlar i¢in gerekli bir eser elementtir.
Ik kez 18172’ de Jons Jakob Berzelius ve Johan Gottlieb Gahn tarafindan kesfedilmistir.
Standart aminoasit serinin, bir proteinin yapisina katildiktan sonra degisim reaksiyonu ile
tiiremis hali selenosistein (Sec), oksijenden daha ¢ok selenyum igermektedir. Selenosistein
glutatyon peroksidaz enziminde ve diger pek cok proteinde yer alir (Brown ve Arthur,
2001). Hem oOkaryotlarda hem de prokaryotlarda mRNA’ da UGA (durdurma) kodonunu,
21. proteinojenik aminoasite yoOnlendirebilen SECIS eleman1 (selenocysteine
insertion sequence) olarak bilinen bir niikleotid dizilimi, selenosisteini proteinlere dahil
edebilmektedir (Walczak vd., 1996; Lobanov vd., 2010; Serrdo ve Scortecci, 2020).

Memeli sistemlerinde esas olarak selenyum, selenosistein (Sekil 2.5. B) bulunduran,
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selenoproteinler seklinde islev gormektedir. Insanlar tarafindan alman Se’ un baskin formu

selenometiyonindir (Sekil 2.5. A).

—_ o
HoN
HoN 2
<3 i oOH
Se SeH
HaC
i B

Sekil 2.5. Selenomethionin (A) ve selonosisteinin (B) kimyasal yapist (Novotny, 2010).

Insan viicudunda; antioksidan enzimler (glutayon peroksidazlar), antioksidan
proteinler (selenoprotein P ve W) ve diger metabolik enzimler seklinde, fonksiyonlarina

gore siiflandirilan 25 selenoprotein bulunmaktadir (Holben ve Smith, 2019).

Selenyumun, DNA hasarinin azaltilmasinda, oksidatif stresi diistirmesinde, kanser
riski tizerindeki azaltici etkisinde, immumsistem diizenleyici antioksidan olusunda,
selenoprotein olarak ilgisi oldugu goriilmiistiir (Rayman, 2005; Tinggi, 2008; Tran vd.,
2007; Navonty vd., 2010; Sen ve Chakraborty, 2011; Jin vd., 2021).

Viicudun serbest radikallere karsi iirettigi birinci basamak antioksidanlardan
(enzimatik) GPx’ 1n, kofaktorii olarak gorev yapan Se, bu antioksidan enzimin aktivitesini
arttirarak, ROS iiretimini engellemektedir (Akyildiz vd., 2014; Kim, 2014; Roman vd.,
2014).

Selenyum, deneysel demans kaynakli beyin ve kan oksidatif yaralanmalarina ve
apoptoza kars1 sitokin iiretimi, vitamin E, glutatyon konsantrasyonlari ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerinin diizenlenmesi yoluyla koruyucu etkiler yaratmaktadir (Demirci
vd., 2017; Giines, 2009). Se’ un kanser tedavisinde Ozellikle kanser hiicrelerinde
olusturabilecegi apoptotik, otofajik ve patolojik nekrozik  etkileri Sekil 2.6 da
anlatilmaktadir (Radomska vd., 2021; Jiang vd., 2001).
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Ancak Se’ un antioksidan etkisinden yararlanabilmek i¢in diisiik derisimlerde
olmast gerekir. Aksi takdirde insanlarda ve si¢anlarda yiiksek derisime sahip Se
kullanildiginda toksik etkilere sebep oldugu goriilmektedir (Reid vd., 2004). Saglikli bir
yetiskin i¢in Onerilen mevcut giinlitk alim miktar1 55 pg'dir ( Institute of Medicine, Food and

Nutrition Board, 2000).

necrosis
| 3 internal
P ™ (mitochondrial)
pathway

autophagy apoptosis /
e o ; o
Se = external

compounds (death receptor)
pathway
ferroptosis —FF—
necroptosis .
£l cyele other // entosis
an_*__est types of
cell death \ =
\\ anoikis
mitotic NETuosis
catastrophe

Sekil 2.6. Se iceren bilesiklerin neden oldugu hiicre 6liimii tiirleri (Radomska vd., 2021)

Insanlarda toksik etkiler 300 ila 7500 pg/l arasinda degisen kan seviyelerinde
goriilmiistlir (Alexander, 2022). Optimum kullanim degerine yonelik bir ¢alismada 6rnek
olarak; CP ile iligkili hematoksisite ve miyelosupresyona karsi korumada, 1 mg/kg doz Se
kullanimin, 0,5 mg/kg doz kullanimina kars1 daha etkili oldugu verilebilir. CP kullanim
miktarina bagli olarak da doz ayarlamasi yapilabilir (Ayhanci vd., 2019).
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2.7. Bor (B)

Bor (B), periyodik cetvelin 3A grubunda yer alan, yar1 metal ve yari iletken
0zellige sahip bir elementtir. Simgesi B’ dir. Atom numaras1 5, atom agirlig1 10,81 g/mol’
diir. (Matkovich, 1977). Dogada temel formundan ziyade ¢ogunlukla borik asit (H;BO3)
ve boraks olarak bulunan B minerali, oksijene yiiksek afinite gdstermektedir. B’ un

oksijenle girdigi tepkime sonucu borat olusur (Duydu vd., 2012; Poslii ve Cebi, 2001).

Tarihte ilk defa 4000 yil once Tibet’ te ve Babiller tarafindan da metallerin
eritilmesi i¢in kullanildigina dair bilgilere rastlanmaktadir. Mezapotamya, Misir ve 9. yy’
da Arap yarimadasinda yasayan uygarliklarda mumyalama, tedavi, temizlik ve ecza ham
maddesi olarak da kullanildigina dair kanitlar vardir. B, saf element olarak ilk kez 1808’ de

Fransiz bilim insan1 J. Gay-Lussac ve B. Louis Thenard tarafindan elde edilmistir (Gay-

Lussac ve Thenard, 1811).

Ulkemizdeki B madenlerinin, Dogu Roma Imparatorlugu zamanindan bu yana
bilinmekte ve kullanilmakta oldugu diisiiniilmektedir. Tirkiye’ de ilk B isletmesinin
acilmasi, Maadin Nizannamesi (1861) ile 1865° de bir Fransiz sirketine 20 senelik isletme
imtiyaz1  verilmesiyle oldugu bilinmektedir (Tambay, 2019). B madenlerinin devletce
isletilmesi kararindan (1978) bu yana da madencilik, iretim, pazarlama ve yatirim
alanindaki tiim calismalar Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii tarafindan yerine

getirilmektedir (Tiirk, 1981).

2.7.1. Bor’ un kullanim alanlari

Bor bilesikleri giiniimiizde, eczacilikta (bir ¢ok ilacin iiretiminde, vitamin
takviyesinde), tarimda (zirai zararlilar ile miicalede, giibre yapiminda), sterilizasyon amaglh
temizlik alaninda (fungisit, insektisit ve antiseptik gibi ¢esitli maddelerin imalatinda) ve
endiistriyel seramik, cam, metal ve kozmetik iiretimi gb. alanlarda kullanilmaktadir
(Woods, 1994; Poslii ve Cebi, 2001; Emeksiz Ayranci, 2005). Tipta B bilesiklerinin
osteoporoz ve romatoid artrit tedavilerinde, kanser tedavisi gibi alanlarda Bor Notron
Yakalama Tedavisi (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT) ile beyin urlarmin yok

edilmesinde, yanik tedavilerinde, yaralarin iyilestirilmesinde, mikrop oldiiriicii olarak lens
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soliisyonlarinda, merhemlerde, fitillerde, gargaralarda ve goz damlalarinda kullanildig
goriilmektedir (Kuru ve Yarat, 2017). B iceren ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food
and Drug Administration, FDA) tarafindan onayli ‘Bortezomib’ adl1 ilag multiple myelom

tedavisinde kullanilmaktadir (Oksiizoglu ve Kozalak, 2021).

2.7.2. Bor elementinin canli metabolizmasi icin 6nemi

Bitkiler i¢in B’ un temel bir mikro element oldugu 1923’ ten beri bilinmektedir.
Hayvanlarda ise biyolojik rolii heniiz tam olarak ac¢ikliga kavusmasa da, trigliserid, glikoz,
kreatinin, iire, steroid hormon diizeylerini ve cesitli enzimlerin etkinligini, ¢alismasini
(6rnegin; oksidorediiktazlar, aldehit dehidrogenazlar, ksantin oksidaz, sitokrom b5
oksidorediiktazlar) degistirebilecegi goriilmustiir. Ayrica antioksidan enzim aktivitelerinde
de etkili oldugu, boylelikle dokularda oksidatif hasari sinirlayarak nekroz gibi anormal
patolojik bulgular1 azaltabilecegi bilimsel calismalar ile belirlenmistir (Kuru ve Yarat,
2017; Sar1 ve Soysal, 2021; Ince vd., 2010; Alan, 2013; Cengiz, 2008; Durmus vd., 2018;
Tanriverdi, 2019). Cis-hidroksil gruplar i¢eren seker, polisakkaritler vb bilesenlerle B’ un
reaksiyona girebilmesi, hiicre zar1 fonksiyonlar1 ve zarin stabilitesinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Yesilbag, 2008). Bor takviyesi ile tam kan hematokrit
ve hemoglobin sayilarin1 énemli dl¢lide artirdig1 genel olarak, B un hem hematolojik hem
de biyokimyasal olaylara etki ederek, hayvanlarin mineral metabolizmasinda 6nemli bir

biyolojik role sahip olmasi hipotezini destekleyen calismalar da vardir (Kurtoglu vd.,

2005).

Sicanlarda 200 ila 9000 ppm arasinda verilen dozlarda bel omurlar iizerinde
yapilan ezme kuvvetine kars1 gosterilen diren¢ kuvvetini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada her bir doz karsiliginda yaklagik % 10 omur kemiklerinde diren¢ kuvvetinin
arttig1 goriilmis, iskelet sistemi saghig i¢in B’ un 6nemi vurgulanmistir (Chapin vd.,
1998). Bir baska calismada ise, eksikliginde beyin fonksiyonlarinda azalmaya bile sebep
oldugundan bahsedilmistir (Penland, 1998). B’ un antitiimor, antikanser etkisi de vardir.
(Ayodele, 2016). Ayrica B’ un bir iz element olarak insan viicudu i¢in 6nemli oldugu da

vurgulanmaktadir (Demirtas, 2010).
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Hem Kkiiltiirlenmis meme hem de kiiltiirlenmis prostat kanseri hiicrelerinde borik
asit tedavisi sonrasi. artan kaspaz-3 ile birlikte fosforlanmis fokal adezyon kinazda

meydana gelen 4 kat azalma ile apoptazin indiiklendigi goriilmustiir (Wallace,2008).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) sayisal bilgilerine gore B, insan viicuduna giinliik
yaklasik 0,2-0,6 mg igme suyundan, 0,44 pug hava yoluyla 1-2 mg diyetle alinmaktadir
(Boron,1998; Sungur ve Okur, 2009; Sar1 ve Soysal, 2021; Culver, 1994; Deliboran, 2020).
Insanlar arasinda B’ un yeterli giinliik alinim diizeyi heniiz belirlenememistir. Hayvanlar
tizerinde yapilan ¢aligmalar ile insanlar i¢in gerekli diizeyin en az 0,5 mg/giin oldugu
varsayllmaktadir (Nielsen vd., 1988). Giinlimiizde The Food and Nutrition Board of the
Institute of Medicine (ABD) tarafindan 18 yas iistii yetiskin insanlarda B i¢in tolere
edilebilir en yiiksek diizeyin (UL) 20 mg/giin oldugu bildirilmektedir. Kaza sonucu
zehirlenmelerden elde edilen verilere dayanarak borik asitin dldiiriici dozu bebekler i¢in
3000-6000 mg, yetiskinler i¢in 15000-20000 mg olarak bildirilmistir ( Bakirdere vd.,
2010). insan viicudundaki B diizeyi 3-20 mg/kg olup kemiklerde, tirnaklarda, parmaklarda
ve sacta yiiksek konsantrasyonda bulunabilmektedir (Sayli, 2000; Yesildag, 2008; Russel
vd., 2001).

Bor sindirim ve solunum yoluyla alindiginda % 100 emilmekte ve viicutta ¢ok
hizli yayilmaktadir. Viicuda alindiktan sonra ise, antioksidan &zellikleri ve antioksidan
savunma sistemi gii¢lendirici 6zellikleri ile bilinen borik asite doniismektedir (Jansen vd.,
1984). % 92-96’ s1 alindiktan 24 saat sonrada, hi¢c degismeden idrarla atilmakta ve 3—7 giin
icinde de viicuttan tamamen elimine olmaktadir. Intravaskiiler aralikta serum proteinlerine
affinitesi giliclii olmayan borik asitin atilimi glomeruler filtrasyonla olmaktadir (Naghii ve
Samman, 1997). Insanlarda ve hayvanlarda borik asit kisa siirede viicuttan
uzaklastirildigindan dolayi, toksik etkisini ¢ok yiiksek miktarlara maruz kalindiginda
gosterir. B, insan viicudunda toksik degildir (Alan, 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel ¢aligmamizda 200-250 gram agirlikta, saglikli 3 aylik Spraque- Dawley
cinsi albino erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlarin tamami Kobay A.S. den temin
edildi. Deney Hayvanlar1 Kullanimi1 Etik Kurulu standart ve kurallarina uygun olarak
enjeksiyondan once bir haftalik karantinaya alindi ve deney siiresince 12:12
aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, sicakhigi (22 °C) ve nemi (% 45-50) otomatik olarak
ayarlanmig odalarda , polikarbonat seffaf kafeslerde barindirildilar (Wolfensohn ve Lloyd,
2013). Gerektigi kadar pellet yem ile beslendi ve sulart verildi. Bu caligma Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 776-2/2022 nolu karari

ile alinan resmi izin sonrasi yapilmistir. Karar 6rnegi ektedir.

3. 2. Deney Gruplar

Deney hayvanlar1 randominize bir se¢im ile, kontrol grubu dahil toplam 6 gruba
(n=6) ayrild1 (Cizelge 3.1.) (Ankarali ve Ankarali, 2019).
Bunlar:
Grup 1 (Kontrol grubu): Her hayvana 0.5 ml SF enjekte edildi.
Grup 2: Her hayvana 200 mg/kg tek doz CP enjekte edildi.
Grup 3: Her hayvana 20 mg/kg B enjeksiyonu yapildi.
Grup 4: Her hayvana 1,5 mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.
Grup 5: 200 + 20 mg/kg CP+B enjeksiyonu yapildi.
Grup 6: 200 + 1,5 mg/kg CP+Se enjeksiyonu yapildi.



Cizelge 3.1. Uygulanan CP, Se ve B’ un gruplara gore dagilimi
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Dozlar/Gruplar SF 200 mg/kg 20 mg/kg 1,5 mg/kg
Cp B Se
1. Grup (Kontrol) +
2. Grup +
3. Grup +
4. Grup +
5. Grup + +
6. Grup + + +

Deney gruplarina 200 mg/kg CP, 20 mg/kg B ve 1,5 mg/kg Se’ un uygulanmasi

cizelge 3.2. gore yapilmustir.

Cizelge 3.2. Siklofosfamid, selenyum ve borun gruplara uygulanma bigimi

Vlf]}llljliEN 1 2 3 4 S 6
MADDE

Kontrol SF SF SF SF SF SF
Ccp SF SF SF CP+SF SF SF
B B B B B B B
Se Se Se Se Se Se Se
CP+B B B B CP+B B B
CP+Se Se Se Se CP+Se Se Se

3.3. Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlari

Deneyde intraperitoneal (i.p) olarak uygulanan CP  (Sigma C0768-10G, Amerika)

ve 1.p olarak uygulanan Se (Sigma 209643-50G, Amerika) ve % 99,5 saflikta borik asit
(H;BOs;, CAS no:100043-35-3, KIMETSAN, Tiirkiye) ticari olarak temin edildi.
Deneylerimizde CP’ nin 200 mg/kg’ lik, Se’ un (1,5 mg/kg) ve B’ un (20 mg/kg) tek dozu
kullanild1 (Bkz. Cizelge 3.2.). Sicanlarda Se’ un ip letal dozu (LDsy) mg/kg olarak
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belirlenmistir (Mahamat ve Altintag, 2020; Reid vd., 2004). Deney gruplarina uygulanan
20 mg/kg B, The Food and Nutrition Board of The Institute of Medicine (2001) ve The
Institute of Medicine (2001) verilerine gore se¢ilmistir ( Trumbo vd., 2001).

Siklofosfamidin 500 mg’ 1, 25 ml bidistile suda ¢ozdiiriilerek 25 ml/500 mg CP
iceren stok cozeltisi Se‘ un 150 mg’ 1, 50 ml serum fizyolojikte (SF) eritilerek stok Se
cozeltisi ve B’ un 1000 mg’ 1 50 ml SF’ de eritilerek stok B ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
hazirlanan kimyasal ¢ozeltiler ve kontrol grubundaki sigcanlara uygulanan serum fizyolojik,
i.p olarak verilmistir. Biitlin hayvanlar ilk enjeksiyonlarindan ve sakrifikasyonlarindan

once tartilarak, agirliklar kayit edilmistir.

Siklofosfamid, 2. Gruba 200 mg/kg tek doz halinde sadece 4. Giin verilmistir. Bu
gruptaki ratlara diger giinler i.p. olarak serum fizyolojik uygulanmistir. CP+Se ve CP+B
uygulanan gruplarda, Se ve B’ un enjekte edilmesine, CP enjekte edilmeden 3 giin 6nce
baslanmis ve enjeksiyona deneyin bitimine kadar devam edilmistir. CP ile birlikte verilen
Se 1,5 mg/kg’ lik, B ise 20 mg/kg’ lik dozlarda kullanilmistir. (Bkz. Cizelge 3.2.). 7.glin
hayvanlara anestezi uygulanarak kan ve kemik iligi O6rnekleri alinmistir (Ayhanci vd.,

2019).

3.4.Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tiim deney asamalarn steril/aseptik bir ortamda, tek kullanimlik steril cerrahi arag-

gerecler kullanilarak gergeklestirildi (Ergiin, 2010).

Sekil 3.1. Hemotolojik degerlerin tespiti i¢in hazirlik
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Ketamin/ksilazin (50/10 mg/kg) uygulanarak anestezi edilen hayvanlardan, kan
alimi intrakardiyak/kalp i¢i enjeksiyon ile yapildi. Alinan kan numunelerinin 1/5” lik kisma,
kan sayim i¢in i¢inde antikoagiilan bulunduran EDTA’ I1 tiiplere konuldu (Sekil 3.1.).
Hematolojik parametrelerin degerlendirilmesi i¢cin Hemavet-850 model kan sayim

cihazinin si¢an kalibrasyonunda sayimi yapildi.

Sekil 3.2. Kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerin izolasyon basamaklar1

Kan alimmin ardindan, hafif ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilen
hayvanlarin sol uyluk kemigi, kaslarindan temizlenerek ortaya ¢ikarildi. Kemik, iki
ucundan kesildi. Kesilen parg¢a bir pens yardimi ile tutuldu. Femurun bir ucundan basingla
SF, enjekte edilerek kemik iliginin tamaminin tiipe ge¢mesi saglandi. Toplam 5 ml
SF+kemik iligi igeren numune, dereceli tiipte homojen bir dagilim gdsterebilmesi i¢in ayni
enjektor ile kopilirtmemeye dikkat edilerek, bir ka¢ defa cekilip ayni1 dereceli tiipe

bosaltildi. Bu numuneden 0,5 ml enjektor ile ¢ekilip santirifiij i¢in tiipe alindi.

Kemik iligi igeren tlipler, 3000 devirde 5 dakika santrifiij sonrasi siipernatant
enjektor ile alindi. Dereceli tiipte 0,5 ml SF ile hiicreleri igeren bu karisim tekrar pastor
pipet ile bir kag kez cekilip bosaltilarak homojen hale getirildi (Sekil 3.2). KICH’ de kan
sayim cihazinda sayilarak elde edilen veriler kaydedildi (Ayhanci vd., 2008; Cengiz,
2018).
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3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimizin sonunda ulasilan verilerin anlamlandirilmasinda, SPSS 18.0
Windows versiyonu paket programi kullanilmigtir. Bu program Eskisehir Osmangazi

Universitesi Bilgi islem Merkezi’ nin lisansh programidir.

Periferik kan hiicreleri (eritrosit, 16kosit ve platelet) ve KICH’ i sayimlarindan elde
edilen veriler ile gruplar arasindaki farklilik durumlar1 Kruskal Wallis One Way Analysis
of Variance on Ranks ile degerlendirilmistir. Siirekli nicel veriler n, ortalama ve standart
sapma halinde, nitel veriler ise n, ortanca deger, 25. ve 75. yiizdelik degerler halinde ifade

edilecektir.

Tilim istatistiksel uygulamalar sonucunda sayisal degerler anlamlilik diizeyi /kritik p
degeri (p) rastlantisal olaylardan bagimsiz oldugunu ispat edebilmek icin, ortaya ¢ikan
deney gruplan arasindaki farklar p<0.001 oldugunda istatistiksel anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fizyolojik Bulgular

Bu ¢alismanin fizyolojik bulgularinda; CP toksisitesine karsi uygulanan Se (1.5
mg/kg) ve B (20 mg/kg) dozlarinin eritrosit (RBC), 16kosit (WBC), platelet (Plt), kemik
iligi ¢ekirdekli hiicreleri (KICH), hemoglobin (Hb) ve hematokriteye (Htc) ait hematolojik
parametrelerindeki degisiklikleri ile ilgili veriler sunulmustur (Cizelge 4.1). Calismada
olusturulan Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: 200 mg/kg CP, Grup 3: 20 mg/kg B, Grup 4:
1,5 mg/kg Se, Grup 5: 200 mg/kg CP+20mg/kg B, Grup 6: 200 mg/kg+1,5 Se’ dan elde
edilen hemotolojik parametreler degerlendirildiginde WBC, Plt, ve KICH verilerinde
istatiksel olarak anlamli farklar elde edilmistir (Bkz. Cizelge 4.1.)



Cizelge 4.1. Parametreler ile gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik
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1
D
£ Mean=Std. . o/ g0 Pairwise
% Gruplar N Deviation Median (25%-75%) P Comparisons
&
a

1 KONTROL 6 |898+0.21 9,00 (8,89-9,14)

2 200mg/kg CP 6 | 1,10+0,10 1,11 (1,04-1,19) 12 1-4. 1-5
% |3 20mg/kgB 6 |8,83+0,30 8,93 (8,70-9,00) py 1-6, 2-3,2-4,
:% 4 1,5 mg/kg Se 6 |8,17+0,44 8,21 (7,85-8,52) S | 2326,34
~ - v 13-5,3-6,4-5,

5 20+200 mg/kg B+CP 6 | 4,68+0,53 4,93 (4,00-5,10) 4-6, 5-6

6_1,5 +200 Se+CP 6 |6,15+0,26 6,14 (6,01-6,34)

1_KONTROL 6 |697,50+42,07 | 698,50 (674,00-719,00)
_ |2.200mgkg cP 6 |502,33+27,78 | 498,00 (479,00-529,50) 1215, 16
’; 3_20 mg/kg B 6 |699,33+27,21 | 701,00 (672,50-717,00) é 2-3,2-4,2-5,
S |4_1,5mgke Se 6 [722,33+51,48 | 701,00 (681,50-779,00) | Q 2-6, 3-5, 3-6,
= - -

5 20+200 mg/kg B+CP 6 |614,33+4137 |611,00 (591,50-632,50) 4-3,4-6

6_1,5+200 Se+CP 6 |650,33+25,75 | 648,00 (632,50-676,00)

1_KONTROL 6 |38,40+1,18 38,40 (37,29-39,36)
— |2 200mg/kg CP 6 |2,81+027 2,85 (2,50-3,08)
2D
= |3 20mgkegB 6 |37,10+1,81 37,55 (34,92-38,75) S | 1-2,1-5,1-6,2-3,
~ S | 24,2-5,2-6,35,
£ |4_1,5mg/kgSe 6 |37,77+1,12 38,04 (36,67-38,81) s 3-6,4-5,4-6
*  [5 204200 mg/kg B+CP 6 |17,75+1,19 18,04 (16,71-18,75)

6_1,5+200 Se+CP 6 | 18,45+0,91 18,37 (17,89-19,41)

1_KONTROL 6 | 7,68+0,24 7,65 (7,45-7,93)

2 200mg/kg CP 6 |5,92+031 5,81 (5,74-6,10)
g 3 20 mg/kg B 6 |7,90+0,66 7,94 (7,18-8,53) é éi ég gz
5 14.1,5mgkgSe 6 |8,06:0,48 7,99 (7,73-8,40) g 4-5.4-6,5-6

5 20+200 mg/kg B+CP 6 |7,20+0,64 7,30 (6,67-7,79)

6 1,5 +200 Se+CP 6 |6,15£0,55 6,20 (5,90-6,57)

1_KONTROL 6 | 15,02+0,57 15,05 (14,69-15,53)
£ |2 200mg/kg CP 6 |12,38+0,62 12,30 (11,78-13,05)
S - 1-2, 1-5, 1-6, 2-
% |3.20mekgB 6 |15,10+0,57 15,15 (14,55-15,48) 8 3243536
£ |4 1,5mgkgSe 6 | 15,02+0,65 15,00 (14,60-15,48) 9 4-5,4-6
jas)

5 20+200 mg/kg B+CP 6 | 11,64+1,37 11,55 (10,26-12,98)

6_1,5+200 Se+CP 6 | 11,70£0,83 11,50 (11,09-12,37)

1_ KONTROL 6 | 42,47+2,26 42,40 (40,20-44,90)

2_200mg/kg CP 6 |32,50+2,47 33,30 (30,10-34,40)
'_g 3 20 mg/kg B 6 |42,98+1,51 43,15 (41,85-43,75) 5 | 1-2.1-5,1-6,2-
S 41,5 mgke Se 6 |43,47£1,66 | 44,30 (41,70-44,65) S | 3,2-4,3-5,3-6,
£ v 4-5,4-6
T |5 20+200 mg/kg B+CP 6 |32,7242,50 33,00 (30,40-34,67) ’

6_1,5+200 Se+CP 6 |32,15+1,61 31,99 (30,80-33,88)

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks. Median (%25-%75)
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Sekil 4.1. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun eritrosit degerleri dagilimi

Kontrol grubu ile CP grubunun RBC degerleri karsilastirildiginda (Sekil 4.1.), CP
verilen gruba ait RBC degerinde ~% 22 azalma oldugu goriilmektedir. Yesildag, (2012)
nin ¢alismasinda CP’ nin doz artisina bagl, kan degerlerindeki diisiise benzer durum bu
calismada da goriilmiistiir. Kontrol grubu ile sadece B verilen grup icin degerlere
bakildiginda RBC verilerinin yakin oldugu ve B’un toksik etki yaratmadig1 goriilmektedir.
Bu bulgular Alan, (2013)’ nin ¢alismasinda yer alan B’ un antioksidan etkisi ve toksik
olmayan ajan verilerine uygundur. B+CP verilen grubun RBC degeri, CP verilen grup ile
karsilagtirildiginda ~ % 21 artig gostermistir. Bu deger kontrol grubuna yakindir. Bu
parametre i¢in CP ve B+CP gruplart arasinda istatistiksel onemli ileri anlamlilik
bulunmustur (p<0,001). Sadece Se verilen gruba ait RBC verileri, kontrol grubunun
verilerinden ~% 4 fazla bulunmustur. Bu durum, Se’un kendi basina RBC degeri {izerinde
olumlu yonde etkili oldugu anlamina gelebilir. CP verilen grubun degerleri CP+Se verilen
grup ile karsilastirdigimizda ise RBC degerinde ~% 3,8 artis oldugu belirlenmigse de bu

artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir.
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Sekil 4.2. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun 16kosit degerleri dagilimi

Deney hayvanlarina ait hematolojik parametrelerin WBC degerleri, CP’ nin
bagisiklik sistemi baskilayicist oldugu, doza bagl olarak daha uzun siire 16kopeniye neden
oldugu rapor edilmistir (Cingi vd., 1996). 200 mg/kg CP verilen deney grubu ile kontrol
grubu sayisal WBC degerleri karsilagtirildiginda 6nemli derecede bir azalma oldugu (~%
88) Sekil 4.2.” de goriilmektedir (p<0,001). CP grubunda goriilen 16kopeniye karsilik
B+CP verilen grupta yaklasik 4 kat WBC degerinde artis goriilmistiir. Ayrica CP+Se
verilen grupta WBC degerinin yaklasik 5 kat arttig1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.2.). B+CP
ve Se+CP verilen gruplarin ayr1 ayr1 CP grubu ile WBC sayist degerleri icin
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak da anlamli bir fark (Bkz. Cizelge 4.1.) ve 6nemli bir
iliski oldugu goriilmektedir (p<0,001). Ayhanci vd., (2019)’ nin ¢alismasinda 150 mg/kg
CP nedenli miyelosiipensiyona kars1 kullanilan 0,5 ve 1 mg/kg Se ‘un olusturdugu
miyeloprotektif etki, calismamizda kullanilan 1,5 mg/kg Se nedenli gelisen miyeloprotektif
etkiyi desteklemektedir. B+CP ve Se+CP gruplarinin kendi aralarinda WBC sayilari
bakimindan karsilastirilmalarinda CP nedenli l6kopeniyi onlemede Se’un daha etkili

oldugu saptanmistir (p<<0,001).
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Sekil 4.3. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun trombosit degerleri dagilimi

Kontrol ve CP gruplarinin ortalama Plt degerleri karsilastirildiginda CP grubunun
Plt degerinde ~ % 28 oraninda bir azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.). Bu diisiis CP’
nin neden oldugu trombositopeniyi isaret etmektedir (Akcasu vd., 1992; Cengiz, 2018).
Kontrole ait Plt degerleri ile 20 mg/kg B uygulanan gruba ait Plt degerleri benzer
bulunmustur (p>0,05). Ayn1 yontemle 1,5 mg/kg Se verilen gruba ait Plt verileri ile kontrol
grubuna ait Plt verileri kiyasladigimizda Se grubunda, PIt degerlerinin kontrole gére ~% 3
oraninda yiikseldigi goriilmiis ancak bu artis anlamli bulunmamistir (p>0,05). CP grubu ile
B+CP verilen grup karsilagtirildiginda Plt degeri ~% 22 (p<0,001) ve CP grubu ile Se+CP
verilen grup karsilastirildiginda ise Plt degeri ~% 29 (p<0,001) oraninda artis oldugu
goriilmistiir. Bu sekilde B+CP verilen grubun PIt degeri kontrole gore sadece ~% 11
diisiis gostermektedir. Cengiz vd., (2018) 150 mg/kg CP’nin hemototoksisite ve

miyelotoksisite gosterdigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.4. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayis1 degerleri dagilimi

Parametreler i¢in sicanlarin femur kemikleri kesilirken, CP verilmis Grup 2’ de ki
siganlarin kemiklerinin olduk¢a yumusadigi ve kesim sirasinda parcalandigi gézlemlendi.
B+CP ve Se+CP verilen gruplarin femur kemikleri kesilirken kemigin sertliginin control

grubuna yakin oldugu goriildi.

Kontrol grubunun KICH sayisi, 200 mg/kg CP enjekte edilen grup ile
karsilastirildiginda CP grubunda KICH sayis1 kontrole gore yaklasik ~ % 93 oraninda
azaldigr goriilmiistir (p<0,001). Bu azalma Ayhanci, (1992) ve Cengiz vd., (2018)’in
yaptiklar ¢alismalarda CP nedenli miyelosupresyon ile ilgili ortaya koyduklart bulgularla
benzerlik gdstermektedir. 20 mg/kg B verilen grup ve 1,5 mg/kg Se verilen grubun KiCH
sayisi, kontrol grubunun sayisal verilerine ¢ok yakindir (p>0,05). B+CP ve Se+CP verilen
gruplarin, 200 mg/kg CP verilen grup ile KICH sayis1 bakimindan karsilastirilmasinda
istatistiksel olarak ileri seviyede dnemli bir fark bulunmustur (p<0,001). B+CP verilen
grubun KICH sayis1 kontrol grubuna gére sadece ~ % 54 diisiise neden olurken, Se+CP
uygulanan gruptaki diisiis ise ~ % 52° de kalmistir (Sekil 4.4.). Diger taraftan B ve Se’un
CP ile kombine gruplar1 CP nedenli miyelosupresyonun azaltilmasinda yaklasik % 85

oraninda etkili olmuslardir.
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Sekil 4.5. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun hemoglobin degerleri dagilimi

Hemoglobin (Hb) degerleri i¢in kontrol grubu, ayr1 ayr1 Se ve B verilen gruplarin
degerleri karsilastirildiginda, elde edilen verilerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.
Kontrol grubu ile CP grubunun Hb diizeyleri karsilastirildiginda; CP grubu i¢in Hb
degerinde ~ % 18 azalma oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Bu azalma 20 mg/kg B + 200
mg/kg CP ve 1,5 mg/kg Se+200 mg/kg CP verilen gruplarda ise ~ % 22’ ye ylikselmistir.
Bu c¢alismada CP nedenli aneminin azaltilmasinda veya onlenmesinde B ve Se’un etkili
olamadig1 goriilmiistiir. CP+Se ve CP+B verilen gruplardan elde edilen Hb degerleri
karsilastirildiginda, aralarinda sayisal olarak anlamli bir farklilik bulunamamaistir. Kontrol
grubunun verilerinin, diger gruplarin verileri ile karsilagtirmasinda da énemli bir fark ve
istatistiksel bir anlamlilik bulunamamistir (Sekil 4.5.). Calismada CP nedenli aneminin
azaltilmasinda veya onlenmesinde B ve Se’ un etkili olamamas1 bu iki iz elementin veya
dozlaririin eritropoezi uyaramamasi ve/veya kemik iligindeki depo eritrositlerin perferik
kana salinmasini saglayamamasindan kaynaklaniyor olabilir. Goéziioglu ve Yildiz, (2021)’
in caligmasinda da 150 mg/kg CP nedenli periferik kan paremetrelerindeki hemoglobin
degerlerinin azalmasina karsilik 5 mg/kg Kefir ile kombine CP verilen grupta hemoglobin
degerlerinde anlamli bir yiikselis goriilmemisken, doz artisi ile birlikte 10 mg/kg Kefir ile

kombine CP verilen grubun hemoglobin degerlerinde artis bulunmustur. Bu durum B ve Se
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dozlarinin kontrollii bir sekilde belli oranlarda arttirilmasi ile giliglii bir hematoprotektif

etkinlik saglanabilecegi diisiincesini gliclendirmektedir.

Hematokrit
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Sekil 4.6. Deney gruplar1 ve kontrol grubunun hematokrit degerleri dagilim

Hematokrit (Htc) degerleri i¢in kontrol ve 200 mg/kg CP verilen gruplarn
karsilastirdigimizda CP grubunda Htc degerleri kontrole gore ~ % 23 oraninda azalma
gostermistir  (p>0,001). B ve Se gruplarmin Htc degerleri kontrolle benzerlik
gostermektedir (p>0,05). Bununla birlikte 20 mg/kg B ve 1.5 mg/kg Se uygulamas1 200
mg/kg CP nedenli Htc miktarindaki azalmaya karsi etkili olamamistir (Sekil 4.6.). CP
nedenli Htc degerlerinin azaltilmasinda, B ve Se’ un etkili olamamasi1 bu iki iz elementin
veya dozlaririnin eritropoezi uyaramamasi ve/veya kemik iligindeki depo RBC’ lerin
perferik kana salinmasini saglayamamasindan kaynaklaniyor olabilir. Nitekim kanin sekilli
elemanlar1 olan Htc’ in biiyiik bir kismmi1 RBC’ in olusturdugu ve bu nedenle Hb ve
dolayisiyla RBC seviyelerinin kompanse edilememesi Htc diizeylerinin diisiik kalmasina
neden olmaktadir. Diger taraftan bu iki eser elementin uygulanma siireleri ve kanda yeterli
konsantrasyona ulasma dozlar1 yeterli olmayabilir. Dolayisiyla doz ve deney siiresi

parametreleri degistirilerek istenen etkilerin saglanabilecegi ek calismalara ihtiya¢ vardi.
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Deneysel verilerimizde sadece Se ve B verilen si¢an gruplarinda WBC, RBC, Plt,
KIiCH, Hb ve Htc seviyeleri kontrol grubuna ¢ok yakin bulunmustur. Bu sonuglar Se ve B
minerallerinin verilen dozlarinin toksik olmadigi anlamina gelmektedir. Diger taraftan CP’
nin insanlarda ve deney hayvanlarinda miyelosupresyon ve immiinosupresyon yaptigini
gbteren cok sayida calisma bulunmaktadir. Nitekim ¢alismamizda 200 mg/kg CP verilen
sicanlarm, WBC, RBC, Plt, KICH, Hb ve Htc seviyelerinde kontrol grubuna goére dnemli
bir diisiis kaydedilmistir. Se+CP ve B+CP kombine verilen gruplarm WBC, Plt, KICH
degerlerinde onemli Olgiide diizelme goriilmiistiir (Cizelge 4.2.). Ancak Se, istatistiksel
olarak Onemsiz olmasina ragmen sayisal ifadede B' den biraz daha etkili oldugu

gorilmiistiir.

IARC 2020 raporuna gore kanser hastalarimin sayisi, diinya c¢apinda artig
gostermektedir. Bu artis daha fazla kanser ilacinin iiretimini gerektirmektedir. Neoplastik
ilaclarin {iretiminin artmasi ve ilaca kolay ulasilabilirlik insan tiimorlerinin ilaca karsi
direncini de bereberinde getirmektedir. Ila¢ direnci problemiyle bas edebilmek icin
ozellikle CP gibi alkilleyici ajanlar1 yiikse dozda kullanmak ya da hastalara yogun terapi
uygulamalar gerekmektedir (Caveletti vd., 1986; Osborne 1987; Bruce vd., 1966).

Yiiksek dozlarda kullanilan CP’ nin, toksik metabolitleri yiiziinden dokularda
patolojik degisikliklere neden oldugu, normal hiicrelerde oksidatif strese bagli enzim
aktivitelerini azalttigi ve hayati organlarda lipit peroksidasyonunu arttirdigi pek ¢ok
aragtirmada gosterilmistir (Senthilkumar vd., 2006; Bhat vd., 2018; Ayhanct vd., 2008;
Sogiit vd., 2018). Uzun Goren, (2021)’ nin ¢alismasina konu olan intervenz olarak verilen
terapdtik en yiiksek doz 200 mg/kg CP’ nin yiiksek doku tahribatina yol actigini, bu
calismada elde ettigimiz KICH ve Plt sayis1 verilerinde de gérmekteyiz. Deng vd., 2010
yilinda yaptig1 bir ¢alismada 200 mg/kg CP verilen hayvanlarda kemik iligi baskilanmasini
TUNEL Testi ile tespit etmistir. Bizim ¢alismamiz da CP verilen deney grubunda periferik

kan dl¢timleri ile kemik iligi baskilanmasi tespit edilmistir.

Cengiz, (2018) ve ekibinin Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlarda yaptigi bir
calismada 150 mg/kg CP uygulanan grubun WBC, RBC, Plt ve KICH parametrelerindeki
sayisal degisimler bu calismada da gortilmistiir. Kemik iligi ve kan hiicrelerinde kemoterapi

kaynakl1 sitotoksiteden korunmak icin toksik olmayan segici, hiicre koruyucu ajanlarin
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gelistirilmesi kanser kemoterapisi arastirmalarinda ¢ok Onemlidir (Bramwel vd., 1987;

Trasler vd., 1987; Moore vd., 1995; Ayhanc1 vd., 2016, 2019).

Selenyumun antioksidan o6zelliginden yararlanabilmek icin diisiik derisimlerde
alimmas1 gerekmektedir (Reid vd., 2004). Calismamizda kullanilan dozun toksik olmadigi
kontrol grubu ile antioksidan verilen gruplarin arasinda yapilan istatistiksel
kargilastirmalarda goriilmektedir. Giines, (2014) calismasinda doz bagimli olarak Se’ un
siklofosfamid nedenli doku tahribatlarin1 gosteren lipit peroksidasyonunu engelleyerek
doku biitiinliigiinii  korudugunu sdylemistir. Bizim ¢alismamizda da CP’ ye bagh
hematoksisiteye karsi antioksidan ozellikleri kanitlanmig selenyumun potansiyel hiicre
koruyucu etkisi ile borun lipit peroksidasyonuna karsi etkisi karsilagtirmali olarak

degerlendirilmistir.

CP verilen deney grubumuzda goriilen hemopoitik degerlerdeki diisiisler Cengiz
vd., 2020 calismasina ait degerlere yakin bulunmustur. Calismamizda kullanilan
antioksidanlar 1,5 mg/kg Se ve 20 mg/kg B’ un hemopoitik degerleri yiikselttigi, hem
sayisal hem de istatistiksel veriler ile goriilmiistir. Cengiz vd., (2018)’ in yaptigi
karvikoliin CP kaynakli hemotoksisite kars1 koruyuculugu ¢aligsmasinda elde edilen sayisal

veriler kadar B ve Se koruculugu mevcuttur.

Lipit peroksidasyonunu engelleyen, oksidatif stresi azaltan, apoptoza giden hiicre
sayisinda azalmaya neden olan Bor ile ilgili sonuglar Ayhanci vd., 2020 ve Sogiit vd.,
2018 in yaptiklar1 calismalar ile uyumludur. Kurtoglu vd., (2005)° nun ‘B hem
biyokimyasal hem de hematolojik mekanizmalar1 etkileyerek hayvanlarin mineral
metabolizmasini etkileyen 6nemli bir biyolojik role sahiptir.’” hipotezini destekleyen
calismasinda da goriildiigli gibi bu ¢aligmada da B’ un tam kan hematokrit degerleri

iizerine olumlu etkisi goriilmistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavisinde kemoterapik alkilleyici ajan olarak kullanilan CP’ in, doza bagl
olarak kemik iligi baskilamasina baglh gelisen RBC {iretiminin engellenmesi sonucu, Htc
degerlerinde azalmaya neden oldugu diisiiniilmektedir (Kumar ve Kuttan 2005; Sevinir ve
Durmaz, 2003). Kemoterapiye bagli anemi RBC’ in yasam siirelerinin uzun olmasi
nedeniyle genellikle ge¢ donemde goriilmektedir (Kadikdyli, 2007). Ayrica WBC, RBC,
Plt, KICH gb kan parametrelerinde de ciddi diisiislere neden olmasi, calismamizda
kullanilan 200 mg/kg icinde gegerli olmustur. Bulunan degerler literatiir ile uyumludur

(Ayhanci vd., 2019; Iqubal vd., 2020; Cengiz, 2018; Tiirk Hematoloji Dernegi, 2021).

Bu c¢alisma Se’ un koruyuculugunun bilinmesine ek olarak, B’ un da, CP’ nin
kemik iligi hiicreselligi ve kan hiicre seviyeleri iizerine toksik etkilerini onlemede
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Kahraman vd., (2013) farkli bor
bilesiklerinin insana ait amniyotik epitalyal hiicre hatlaridaki olasi sitotoksik ve genotoksik
etkileri ¢alismasinda, borik asitin CCL62 hiicre hatlarinin proliferasyonunu etkiledigi ve
olumsuz bir sitotoksitite yaratmadigi yoniindeki gorlisiine uygun olarak bizim
calismamizda i.p. verilen 20 mg/kg B kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda o6nemli ve
anlamli bir artisa neden olmustur. Bu her iki iz elementinde kok hiicreler iizerinde
koruyucu olduklari, KICH, WBC, Plt seviyelerinin, CP kullanilan sicanlardan alian
numunelerdeki 6nemli diisiise gore oldukca yiikselmesinden anlasildi. Baska bir deyisle,
caligma sonuglarimiz Se ve B' un ayr1 veya kombine kullaniminin, CP' ye atfedilebilen
kemoterapi komplikasyonlarini azaltmak i¢in destekleyici bir yaklagim saglayabilecegini

distindiirmektedir.

Sadece Se (Grup 4) ve B (Grup 3) verilen siganlarda kemik iligi hiicreselligi kontrol
grubuna benzer bulundu. Bu da c¢alismada verilen dozlarin toksik olmadigi ve optimal
dozlar oldugu sonucunu ¢ikarmaktadir. Hiicresellik Grup 2' de kontrol grubuna gore
onemli dl¢iide azalirken (p<0,001), Grup 5( CP+B) ve Grup 6 (CP+Se)' da artti.  Grup 2
ile karsilastirildiginda ise sayisal olarak Se’ un koruyuculugu hipotezi, B’ a gore biraz daha

etkili oldugu kanitlanmistir.
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Sonug olarak B ile hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar az oldugu i¢in bundan
sonra ¢alismalarda B’ un baska dozlarda ve baska antioksidanlar ile etkilesimleri ile
alkilleyici kemoterapik ajanlarin toksik etkilerine karst koruyuculugu ile ilgili

arastirmalarin yapilabilecegi 6n goriilmiistiir.
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