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OZET

Bu c¢alismada si¢anlarda siklofosfamid (CP)’ in neden oldugu renal toksisite
tizerinde selenyumun (Se) koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak amaclandi.
Sprague-Dawley cinsi 84 sican her grupta 7 hayvan olacak sekilde 12 gruba boliindi
(kontrol, 50 CP, 100 CP, 150 CP, 0.5 Se, 1 Se, 50+0.5 mg/kg CP+Se, 100+0.5 mg/kg
CP+Se, 150+0.5 mg/kg CP+Se, 50+1 mg/kg CP+Se, 100+1 mg/kg CP+Se ve 150+1
mg/kg CP+Se).

Se’ un bobrek homojenatlarindaki koruyuculuk derecesi lipit peroksidasyon
iiriinli malondialdehid (MDA) ve endojen antioksidan olan glutatyon (GSH) diizeyi
belirlenerek degerlendirildi. Bobrekler histolojik olarak da incelendi. Se bobrekte lipit
peroksidasyonunu (MDA) azaltarak ve GSH aktivitesini artirarak anlamli derecede
koruma sagladi. Bu biyokimyasal gozlemler histolojik bulgular tarafindan da

desteklendi.

CP dozunun artigina paralel olarak (50, 100 ve 150 mg/kg) bobrekte hasarlar
saptandi. Yukaridaki CP dozlariyla birlikte verildiginde, 0.5 ve 1 mg/kg Se bobrekte
CP nedenli toksisiteyi biiylik oranda diisiirdii. 50 ve 150 mg/kg CP verilen gruplar 0.5
ve 1 mg/kg Se dozlar1 bakimindan karsilastirildiginda; 0.5 mg/kg Se 50 mg/kg CP
toksisitesini, 1 mg/kg Se ise 150 mg/kg CP toksisitesini azaltmada daha etkili oldu.

Verilerimiz, selenyum dozunun belirli oranlarda degistirilmesiyle, artan CP

dozuna kars1 daha giiclii bir koruyucu etkinligin saglanabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Selenyum, Siklofosfamid, Bobrek, Nefrotoksisite, Sitoprotektivite,

Sican.
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SUMMARY

The present study was aimed to investigate the protective effects of selenium
(Se) on cyclophosphamide (CP)-induced renal toxicity in rats. Eighty-four Sprague-
Dawley rats were equally divided into twelve groups of seven rats in each (control, 50
CP, 100 CP, 150 CP, 0.5 Se, 1 Se, 50+0.5 mg/kg CP+Se, 100+0.5 mg/kg CP+Se,
150+0.5 mg/kg CP+Se, 50+1 mg/kg CP+Se, 100+1 mg/kg CP+Se and 150+1 mg/kg
CP+Se).

The degree of protection produced by Se was evaluated by determining the level
of malondialdehyde (MDA) and the activity of endogenous antioxidant glutathione
(GSH) were estimated from kidney homogenates, and kidney were histologically
examined as well. Se elicited significant kidney protective activity by decreasing the
level of lipid peroxidation (MDA) and elevating the activity of GSH. Furthermore,
these biochemical observations were supported by histological findings.

In accordance with increasing doses of CP (50, 100 and 150 mg/kg) there was
determined toxicity in the kidney. When given together with the above CP doses, 0.5
and 1 mg/kg Se considerably reduced the CP-related toxicity in the kKidney. When
compared to 0.5 and 1 mg/kg Se in 50 and 150 mg/kg CP groups, 0.5 mg/kg Se was
more protective on 50 mg/kg CP-induced toxicity while 1 mg/kg Se was more

protective on 150 mg/kg CP-induced renal toxicity.

Our data suggest that well-adjusted selenium dose may result in more

therapeutic effect against increased cyclophosphamide doses.

Keywords: Selenium, Cyclophosphamide, Kidney, Nephrotoxicity, Cytoprotectivity,
Rat.
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1. GIRIS

Kanser, organizmanin savunma mekanizmalarinin kesilmesi ve dengesinin
bozulmasi1 durumunda, baslangigta saglikli olan hiicrelerin bedenin denetiminden
cikarak Onli alinamaz bir biiyiime ve yayilmasiyla karakterize olan Oliimcil bir

hastaliktir [Kearsley, 1986; Murray et al., 1997].

Kanser tedavisinde cerrahi ve 1s1n tedavi yontemleri yaygin olarak yer almakta
ve Oncelikli olarak klinik tedavi islemi uygulanmaktadir. Buna ek olarak agriy1 azaltma,
yasam siiresini bir miktar uzatma, daha kaliteli bir yasam i¢in cerrahi miidahale ve
arkasindan metastazlar1 6nlemeye yonelik kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapiyle
gecici de olsa belli bir siire tlimorii ortadan kaldiran antikanserojen ilaglar
kullanilmaktadir.  Gerek antimikrobik gerekse antineoplastik kemoterapinin temel
ilkesi, hastanin normal hiicre ve dokusuna zarar vermeden mikroorganizma ve timor
hiicresinin Oncelikle lireme ve gelismesini durdurmak, daha sonra da tamamen yok
etmektir. Fizyolojik ve anatomik yapisi ile mikrobik (prokaryot) hiicrelerin normal
insan hiicresinden (Okaryot) farkli olmalari nedeniyle kemoterapdtik ila¢ tarafindan
secimli olarak inhibisyonu veya yok edilmesi miimkiinken; antikanser ilaglarin saglikli
insan hiicresini etkilemeden kanser hiicrelerini se¢imli olarak durdurmasi veya yok
etmesi miimkiin olamamaktadir ve dolayisiyla segicilikleri ¢ok sinirlhidir. Ciinkii kanser
hiicresi ile insan hiicresi arasinda nicelik olarak ¢ok fark yoktur. Antineoplastik ilaglar,
doz asmmi1 gibi durumlarda insan doku ve hiicrelerinde toksisite gosterirler.
Antineoplastik ilaglarin en fazla kanserojenik olanlar1 alkilleyici tipte olanlaridir
[Fairchild et al., 1979; Kinlen et al., 1981; Kayaalp, 1987; Ehrenfried et al., 1997;
Furuta et al., 2000; Watanabe et al., 2001].

Siklofosfamid (CP) klinikte kanser ve non-malignant hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan, yiiksek derecede etkili, alkilleyici sitotoksik bir ilagtir
[Abraham et al., 2007]. Insan tiimérlerinin antikanser ilaglara gosterdikleri direncin
tistesinden gelmek icin 6zellikle CP gibi yiliksek doz alkilleyici ajanlar kullanarak
timorlii hastalarin yogun kemoterapisi gereklidir [Cavalletti et al., 1986]. Ancak

kemoterapotik  yaklasim  hematoksisite, iirotoksisite, teratojenite, mutajenite,



karsinojenite ve kemik iliginin baskilanmas1 gibi diisiindiiriicii toksik etkilere sahiptir.
CP’ nin baslica yan etkileri; hematopoietik depresyon, hemorajik sistit ve renal

toksisitedir [Kumar and Kuttan 2004; Abraham et al., 2007].

CP’ nin biiylik bir kism1 karacigerde az bir kismu da bobrek ve akcigerde
metabolize edilir. Artik metabolitlerin biiyiik bir cogunlugu bosaltim sistemiyle
bedenden atilirken %15 ‘ten az bir kism1 da degismeden kalir [Juma et al., 1981].
Bobrek anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri agisindan ksenobiyotik ilaglar
dahil sayisiz zehirli maddenin hedef organidir. Bu metabolik artiklar tirotoksik ve
nefrotoksik etkileriyle renal hasara yol agarlar ve CP’ nin klinik yararim1 sinirlarlar.
Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada CP’ nin diisiik dozlarda plazma kreatinin seviyesine
etki etmedigi ve bobrek hasarina neden olmadig1 tespit edilmistir. CP, Ifosfamide (IP)
ile karsilastirildiginda daha az nefrotoksik etkiye sahiptir ve bu nedenle CP nedenli
renal hasarin mekanizmasi fazla ¢alisilmamistir. Ancak yapilan ¢alismadaki histolojik
incelemeler uzun siireli CP kullaniminin lizozomal enzim aktivitesinde anlamli 6l¢iide
diisiise neden oldugunu ve renal toksisiteye (glomerular nefrit ve interstisyel 6dem) yol
actigini ortaya koymustur [Abraham et al., 2007]. Diger bir ¢alismada da kisa stireli CP
tedavisinin renal hasar1 6nledigi ancak uzun siirede akut renal hasara neden oldugu
saptanmistir [Al Salloum, 2003]. Siklofosfamidin toksik etkilerini 6nleyerek daha
yiiksek dozlarda kullanilmasina olanak saglayan yontemler gelistirilmis ise de halen ilag
uygulama sistemleri daha duyarl olabilecek yontemlerin arayisi i¢cindedir [Pool et al.,

1988, Ayhanci et al., 2008].

Kanser nedenleri arasinda lipit peroksidasyonunun diisliniilmeye baslanmasi;
calismalar1 ¢esitli besinsel antioksidanlarin kanser olusumu tizerine etkilerini
aragtirmaya yoOneltmistir [Byers and Perry, 1992]. Antioksidanlarin karsinojenezin
baslama ve gelisme donemini baskiladiklari, hiicre 6liimii ve degismesini onledikleri
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 boylece lipit peroksidasyonunun olusmasini

engelleyen “glutatyon peroksidaz” enziminin merkez katalitik yapisini olusturmasindan



kaynaklanmaktadir [Tos-Luty et al., 2003]. Se, glutatyon peroksidaz enzim sisteminin
esansiyel bir pargasidir [Burk and Levander 1999; Khattap, 2007]. Glutatyon, glutatyon
peroksidaz olusturmak {tizere Se ile birlesen metiyonin tiirevidir. Se’ un lipit
peroksidasyonunu baskilayarak hiicre zarini koruyucu gorevinin yani sira (Ilio et al.,
1987), antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etkisi
oldugu (Dai et al., 1999) ve terapotik etkisini arttirdigi, sisplatinin toksik yan etkilerini
azalttig1 bildirilmistir [Yang et al., 2000]. Yapilan bir deneysel caligmada, Se’ un
hamster embriyolarinda kadmiyum nedenli toksisiteye karsi bir koruma sagladigi
bildirilmistir [Wlodarczyk, 2000].

Biz de bu c¢alismamizda deneysel olarak olusturulmus CP nedenli bobrek
toksisitesine karsi, antioksidan oOzellikleri bilinen Se’ un olas1 sitoprotektif etkilerini
histolojik incelemeler ve biyokimyasal yontemlerle (MDA ve GSH Odl¢limlerini

yaparak) denemeyi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

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

organ veya sistemlerde islev yetersizligi meydana gelmektedir [Dilek, 2003].

Bedendeki fizyolojik aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigr c¢ok hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese
yol agar [Diindar ve Aslan, 1999].

Ateroskleroz, diabetes mellitus, felg, yangisal hastaliklar ve kanser dahil pek ¢ok
hastaligin olusumunda rol aldiklar1 bilinen serbest radikaller, atomik yoériingelerinde
eslesmemis elektron bulundurarak, bagimsiz olarak var olabilen molekiillerdir.
Eslesmemis elektronun kazandirdigi en 6nemli 6zellik birgok radikal ile bu elektronun
paylasilabilinmesidir [Fantone and Ward, 1982; Dormandy, 1983; Halliwell and
Gutteridge, 1989; Kaynak, 2002].

Serbest radikaller etkilerini protein, lipit, karbonhidrat ve DNA oksidasyonu
yaparak; hiicre zarinda, hiicre organellerinde ve DNA’larda patolojik degisiklikler
olusturarak gosterirler. Bunlarin sonucunda islev bozuklugu veya hiicre 6liimii olmakta
ya da mutant 6zellikler kazandirarak tiimdr olusturabilmektedirler [Dilek, 2003].

Oksidatif stres sonrast olusan serbest oksijen radikali (SOR); DNA, lipit ve
protein hasarina yol acar. SOR ile okside olan yag asitleri lipit peroksi radikallerine ve
lipit hidroperoksitlere doniisiirler. Lipit peroksi radikalleri ise malondialdehide (MDA)
dontisiir. Lipit radikalleri DNA ile de reaksiyona girerek DNA-MDA firiinleri olusturur.
SOR endojen ya da eksojen olusabilir. Endojen SOR normal hiicre metabolizmasi ve

oksidatif fosforilasyon sonrasi olusur. Ilaclar, hormonlar ve bazi kimyasallar eksojen



SOR’ u olustururlar. Lipit radikalleri hiicre zarini1 rahatlikla gecerek hiicredeki

homeostazisi bozar [Knight, 1995].

2.2. Antioksidanlar

Organizmada esansiyel maddelerin  oksidasyonuna neden olabilecek
molekiillerin etkilerini Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan (AO)
denilmektedir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik asir1 derecede
reaktif oksijen tiirlerinin yapilmasimna ve oksidatif hasara neden olur. Bu durum
oksidatif stres olarak belirtilir [ Yeum et al., 2004; Kurutas ve ark., 2004].

Bedende serbest radikaller meydana geldiginde organizmay1 oksidatif stresten
korumak i¢in AO sistem devreye girer. Birinci savunma hattini, peroksidaz ve metal
baglayan proteinlerin baskilanmas: ile serbest radikallerin meydana gelmesini 6nleyen
antioksidanlar olusturur.

Ikinci savunma hattimi, vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici
antioksidanlarin  zincir oksidasyonunun baglamasin1 baskilamasi ve zincirleme
reaksiyonlarin yayilimmi &nlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarak da hasari onarma ve
eski haline getirmeye calisan onaric1 ve yeniden yapilandirici enzimler (lipazlar,
proteazlar, DNA onarict enzimler ve transferazlar gibi) savunmada rol alirlar [Willcox
et al., 2004].

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (Cat) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
antioksidan enzimlerdir. AO enzimlerden; SOD, superoksit anyonunun hidrojen
peroksite doniisimiinii katalize eder [Janssen et al., 1999]. Hidrojenperoksit (H2O,),
Cat tarafindan H,O ve O,’ ye dontistiiriiliir. HO,, GSH-Px ile de detoksifiye edilir.

GSH-Px bu islemi yaparken rediikte glutatyondan (GSH) elektron alir (Sekil
2.2.1). Oksidatif stres yoklugunda bu enzimler ¢ok diisiik diizeydedir. Bu enzimlerdeki
artma ve azalmalar denge durumunu degistirerek oksidatif strese yol acar [Dreher and
Junod, 1996].

Glutatyon peroksidaz, glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin (ROOH ve H,0)
indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara kars1 koruyan selenyum

iceren bir enzimdir [Mates and Sanchez-Jimenez, 1999]. Glutatyon peroksidaz



enziminin selenyuma bagli ve bagimsiz 2 izomeri vardir. Selenyuma bagli izoenzimi
selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu enzim hem hidrojen peroksiti hem de
organik peroksitleri kullanabilir.  Selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise, hiicrenin
mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olup, yalnizca lipit

hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir [Seven ve Candan, 1996].

Serbest H;0,
Radikaller
Siiperoksit GSSG .
Dismutaz OKSIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,0 NADP
Glutatyon
Rediiktaz
REDUKTE FORM GSH Hiicresel
Enernji
NADPH

Sekil 2.2.1. Glutatyon dongiisii

2.3. Bobrek Dokusu ve Serbest Radikaller

Bobrekler aerobik metabolizmanin belirgin bir sekilde goriildiigl, canlilar igin
onemli bir organdir. Beden sivi1 elektrolit dengesini korumak i¢in, bobrekler tiim beden
agirliginin %1’ ini olusturmasina ragmen, biitiin beden oksijen tiiketiminin %10’ undan
sorumludur. Kardiyak outputun %20’ sine de maruz kalan siizme organi bobrekler, bu
ozelliklerinden dolayr dolasimdaki polimorfoniikleer I6kositlerin (PMN) ve
monositlerin glomeriillere ve dokular arasi bosluga ge¢gmesi sonucunda ek bir oksidan
strese maruz kalirlar [Nath et al., 1990; Loo, 1996].

Bobrekler, yiiksek O, tiikketimi ve metabolik aktiviteye ek olarak, infiltratif
hiicreler ve kendi yerlesik hiicrelerinden de reaktif O, tiirleri olugsmasi nedeniyle zaman

zaman, kendi toplam antioksidan korunma mekanizmasini asan oksidan stresle



karsilagmakta ve bobreklerde reaktif O, tiirlerine bagli doku hasarlar1 olugmaktadir.
Reaktif oksijen tiirlerinin iskemik, toksik, immiinolojik kaynakli bobrek hasarinda rol
oynadigi bir¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Deneysel bobrek iskemisinde,
elektron transport zinciri, ksantin oksidaz gibi oksidan enzimler, fagositler, epinefrinin
oto oksidasyonu ve aragidonik asit metabolitleri, reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklarimi
olusturmaktadir [Stratta et al., 1991; Baud and Ardaillou, 1993].

SOR’ lar, hiicre ve organel zarlarinda lipit peroksidasyona neden olarak ve
ozellikle proksimal tiibiil segmentlerinde, tiibiil yapisini, hiicre transport kapasitesini ve
enerji liretimini bozarak etkilerini gosterirler [Rovin et al., 1990; Waz and Feld, 1994].

Deneysel immiin glomeriilonefritte SOR, PMN ve monositler gibi kan kaynakli
infiltratif hiicrelerden olusurlar ve glomeriil hiicrelerine ve 6zellikle mezensial hiicrelere
yerlesirler. Bunlarin olusmasi, morfolojik lezyonlarin meydana gelmesine, proteazlarin
aktive olmasina, proteoglikan sentezinin diismesine ve bunlara bagl olarak proteinlere
kars1 glomeriiler gecirgenlik artisinin goriilmesine neden olur [Stratta et al., 1991; Baud
and Ardaillou, 1993].

SOR’ lar1 prostaglandin, tromboksan, trombosit aktivite edici faktdr gibi
vazokonstriktor bioaktif lipitleri serbestlestirerek ve vazodilatdr olan nitrik oksiti
inaktive ederek glomeriil kan akiminin ve glomeril filtrasyon hizinin diigmesini
saglarlar. Proksimal, distal ve toplayici segmentlerdeki bobrek tiibiiler hiicrelerinin
SOR’ lant iiretebildikleri bildirilmistir [Andreoli and McAteer 1990; Paller and
Neumann, 1991].

SOR’ un bobrek hasarindaki rolii glomeriilonefrit, nefrotik sendrom, akut bobrek
yetmezligi, toksik hasar, enfeksiyon, obstriiktif nefropati ve kronik bobrek yetmezligi
gibi patolojiler deneysel modellerle in vivo hayvan deneyleriyle gosterilmistir [Shah,
1989; Andreoli, 1991; Waz and Feld, 1994].

Malign hastaliklarin seyrinde bobrek fonksiyonlar1 ¢ok cesitli nedenlere bagl
olarak bozulabilir. Kemoterapi bu nedenlerden en sik rastlananidir. Bununla beraber,
kemoterapi, malign hastaliklarin seyri sirasinda bobrek fonksiyonlarinin bozulmasinin
tek sebebi degildir.

Malign hastaliklarin seyrinde bdbrek fonksiyon bozuklugunun nedeni malign

hastaligin bobregi infiltre etmesi veya tlimoriin basi etkisine bagli idrar yolu tikanmasi



gibi hastalifin dogrudan kendisine de bagl olabilir. Bir diger neden, neoplastik hiicre
yikiminin artmasina bagl gelisebilecek tiimér lizis sendromudur. Ote yandan malign
hastaliklar, degisik mekanizmalarla gelisen hiperkalseminin sik rastlanan sebeplerinden

biridir ve hiperkalsemi bobrek hasarina yol acabilir [Winearls, 2003].

2.4. Alkilleyici Ajanlar

Bifonksiyonel sitostatikler olarak tanimlanan bu bilesikler, niikleik asitleri
alkilleyerek etkilerini gostermelerine ragmen faza 6zel etkiden sorumlu degillerdir. Bu
bilesiklere iyonize 1sinlarin etkisini artirdiklar i¢in “radyomimetikler” de denir. Tipki
iyonize 1sinlarda oldugu gibi alkilleyici ajanlar bir taraftan tiimor inhibisyonu yaparken
diger taraftan normal hiicrede kanserojen 6zellik gosterirler. Kimyasal yapilarina gore
bu grup bilesikler 7 gruba ayrilarak incelenebilir: 1. Azotlu di-(2-kloroetil) tiirevleri, 2.
Etilenimin tiirevleri, 3. Alkil siilfonatlar, 4. N-Nitrozoiire tlirevleri, 5. Karbazin grubu

bilesikler, 6. Platin kompleksleri ve 7. diger organometal bilesikler [Kayaalp, 1987].

Azotlu di-(2-kloroetil) tiirevleri (=Lost), Birinci Diinya Savasi’nda harp gazi
olarak kullanilan bilesiklerdir. Bu bilesikler “nitrojen mustard” olarak tanimlanirlar.
Birinci Diinya Savasi’nda Lost ile temas eden hastalarin otopsilerinde ciltte ve solunum
yollarinda prolifere olmus doku gozlenmistir.  Ozellikle kemik iliginde asir
proliferasyon saptanmistir. Bu bulgu, Lost’ un sitotoksik oldugunu ve tedavide
kemoterapétik olabilecegi sonucuna varilmasina neden olmustur. Kiikiirt atomu yerine
azot atomu getirilerek, Lost’un asir1 yakict ve toksik etkisi giderilmeye ve
antikanserojen 0Ozelligi artirnllmaya ¢alisilmis ve bdylece yeni bilesikler ortaya
konulmustur. Bunlara “azotlu lostlar” denir. Bu incelemeler sonunda 1948 yilinda bir
azotlu hardal olan Mekloretamin adli bir alkilleyici ilag klinikte kullanilmaya baslanmis
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ve “Modern Kanser Kemoterapisi Cag1” agilmistir [Kayaalp, 1987].



2.4.1. Siklofosfamid (Cyclophosphamide = CP)

CP, kanser tedavisinde yaygmn kullanilan ilaglardan birisi olup bir
oksazosfosforindir [Bernacki et al., 1987; Poll et al., 1988]. Bagisiklik baskilayici ve
bir antitimdr ajan olan CP’ nin onkosidal etki gOsterebilmesi i¢cin metabolik olarak
aktive edilmesi gerekir [Poll et al., 1988; Kawabata et al., 1990]. Humoral ve hiicresel
bagisikligin CP ile baskilandigi bildirilmektedir. CP’ nin kanserostatik aktivitesi
fosforamid mustard (FAM) olusumunu veren ‘hepatik mikrozomal karma fonksiyon
oksidaz’ sistemi ile metabolizmasina baghdir [Bernacki et al., 1987]. CP’ nin kimyasal

yapisi Sekil 2.4.1.1° de gosterilmistir [Budavari, 1987].

CH,-CH;-C1

/
\ CH,-CH,—-C1

Sekil 2.4.1.1. Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro-2H-1,2,3- oksazofosforin 2
oksit

CP’ nin bagisiklik baskilayict 6zelligi, ana ilagtan ziyade onun metebolitlerinden
kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi altinda CP, 4-hidroksi CP’
ye metabolize olur. Bu metabolit, enzimatik olmayan bir yolla aldofosfamide yeniden
diizenlenir. Bu da FAM ve akroleine (ACR) ayrilir. FAM’ mm DNA’ya baglanarak
hiicre boliinmesini baskiladigi, CP’ nin bagisiklik baskilayici ve antitiimor etkilerine
aract oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan ACR’ nin énemli makro molekiillerinin
sulfidril gruplariyla ¢cabucak reaksiyona girdigi boylece bagisikligin baskilanmasinda rol
oynadig diisiiniilmektedir [Kwon et al., 1987; Poll et al., 1988; Kawabata et al., 1990].

Olusan ara irlinler veya son metabolitlerin; kanser seciciligi, sistemik toksisite,
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mutajenite, teratojenite, genotoksisite, ve kanserojenite gibi farkli etkileri olabilecegi

ileri siiriilmektedir [Poll et al., 1988].
gosterilmistir [Gilman et al., 1999].

CP’ nin metabolizmas1 Sekil 2.4.1.2°de

O—CH,
O
\\/ \
M.P CH;
hepatik \N'H - (‘H/
sitokrom P-450 2 :
sist i
sisteimnd Siklofosfamid
O— CH,
O
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CH,
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I] TOKSTK
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Sekil 2.4.1.2. Siklofosfamid metabolizmasi

Hematolojik ve solid tiimdrlerin tedavisinde basarili bulunan CP, hem oral hem

de parenteral olarak kullanilir. CP’ nin

plazmadaki yarilanma Omrii 6,5 saattir.

Parenteral olarak verildiginde aktif metabolitlerin plazma konsantrasyon pikine

ulasmasi 2-3 saat siirer [Akc¢asu ve ark., 1992

]. CP’ nin kullanildig1 alanlar sunlardir:

Cocuklarin akut lenfositik 16semisi [Bokser et al., 1990; Morris, 1993].

Kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri [ Thatcher et al., 1988].
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- Hodgkin dis1 lenfomalar [Glode et al., 1981; Kreuser et al., 1993].
- Pediatrik solid tiimdrler [Bramwell et al., 1987]

Bunun yani sira, giiclii bir bagisiklik baskilayici oldugundan romatoid artrit,
cocuklarm nefrotik sendromu [Koyama et al., 1977], Behget hastalign [Ozyazgan ve
ark., 1992] ve diger bazi otoimmun hastaliklarda [Kayaalp, 1989] da kullanilmaktadir.

CP’ nin en sik goriilen yan tesirleri bulanti, kusma ve diger gastrointestinal
bozukluklar ile kemik iligi depresyonudur [Hansen et al., 1995; Uyar ve Ayhanci,
1996]. CP’ nin smir dozunda gosterdigi toksisitenin kemik iligini baskilayici
(miyelosupresyon) toksisite oldugu ileri siiriilmiistiir [Thatcher et al., 1988; Kotlarek-
Haus et al., 1995]. Kemik iligi depresyonuna bagli olarak 16kopeni, trombositopeni, ve
bazi hastaliklarda alopesi gelismektedir [Banham et al., 1985; Akgasu ve ark., 1992].
CP’ nin sicanlarda alopesi yaptig1 deneysel bir ¢aligmada gdsterilmistir [Hussein, 1995].
CP oOzellikle daha 6nce kemoterapi gormiis hastalarda 16kopeni yapmaktadir [Bramwell
et al., 1987]. Klinik bir ¢alismada ileri derecede melonomali hastalara diisiik dozda
(350 mg/kg®) CP verildiginde baskilayicti T hiicresi sayisinin oldukca azaldigi
gosterilmistir [Mitchell, 1989].

Yapilan ¢esitli deneysel ve klinik ¢alismalarda CP’ nin gonadal yetmezlik, renal
yetmezlik ve 6zellikle hemorajik sistit olusturdugu rapor edilmistir [Warne et al., 1973;
Ataya et al., 1985; Montz et al., 1991; Kreuser et al., 1993]. CP terapisi géren meme
kanserli hastalarda ¢ogu zaman amenore olugmaktadir. Erkeklerde sik sik azospermi
gelismektedir [Koyama et al., 1977]. CP, ovaryum folikiillerinde epitel doku i¢in
toksiktir. Disi sicanlara 40 mg/100 gr CP verildiginde ovaryum folikiillerinin normal
gelisiminin inhibe oldugu gozlenmistir [Burkl and Schiechi, 1978]. CP, spermatojenik
epitelyumda da toksisite olusturmaktadir. CP metabolitlerinden biri olan ACR ‘nin de
3—-10 mg/l arasindaki konsantrasyonlarinin 12 giinlilk fare embriyosunda anormal
gelismelere sebep oldugu gozlenmistir [Stahlmann et al., 1985]. CP, emziren
kadinlarda siite gegerek bebekte immunosupresyon, gelisme geriligi ve karsinogenezis
gibi toksik etkiler yapmaktadir [Dékmenci, 1988]. Bunun yani sira fizyolojik olmayan

antiditiretik hormon salgisini arttirarak hipernatremiye yol acar [Kurtoglu, 1992; Di
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Palma and Di Gregorio, 1990]. Bu durum ise hemorajik sistit riskini arttirir [Akgasu ve

ark.,1992].

CP’ nin kendine 6zgii bir yan etkisi hemorajik sistittir [Bramwell et al., 1987; Di
Palma and Di Gregorio, 1990; Uyar ve ark., 1996]. Bu durum, idrar i¢indeki ilagtan ve
onun 4-hidroksi metabolitinden ¢ok tahris edici bir madde olan ACR olusumuna
baglidir [Al-Safi and Maddocks, 1986; Cavalletti et al., 1986; Luce and Simons, 1988;
Pohl et al., 1989]. Sistit zamanla fibrozise doniisebilir [Kayaalp, 1989]. Hemorajik
sistit, nadir fakat zorlu bir CP komplikasyonudur. CP metabolitleri, 6zellikle akrolein,
mesane mukozasi icin toksiktir [Luce and Simons, 1988]. Erkek Swiss farelerde
yapilan deneysel ¢aligmalarda 200 mg/kg CP’ nin hemorajik sistit olusturdugu rapor
edilmistir [Cavalletti et al., 1986]. Insanlarda ve deney hayvanlarinda CP’ nin mesane
kanseri yaptig1 yoniinde raporlar bulunmaktadir [Al-Safi and Maddocks, 1986; Pool et
al., 1988; Lahdetie et al., 1990]. CP’ nin kemik iligi mutajenitesi konusunda yapilan
calismalar, bu maddenin insanlarda ve sicanlarda hematopoietik sistemde kanserojen
oldugunu gostermistir [Bramwell et al., 1987; Lahdetie et al., 1990]. Farelerde yapilan
bir deneysel calismada 100 mg/kg intraperitonal CP uygulamasinin hematopoietik
sistemde tiimor gelisimini uyardig1 gozlenmistir [Bloom et al., 1995]. Sicanlarda
yapilan bir bagka ¢alismada 20 ve 40 mg/kg intraperitonal CP uygulamasinin dalakta ve
kemik iliginde mutajen oldugu gosterilmistir (Moore et al., 1995). Hodgkin lenfomali
hastalara CP verildiginde, hastalarda iireterik tiimorlerin gelistigi rapor edilmistir

[Ponsot et al., 1995].

2.5. Selenyum’un Genel Ozellikleri

Selenyum, oksijen serilerinde bir¢ok oksidasyon durumunda bulunan bir
ametaldir.  Biyolojik sistemlerde bulunan bu element, protein yapisina katilan
aminoasitlerin bir unsurudur. Element, 1930’lu yillarda ineklerin Se bakimindan zengin
topraklarda yetisen bitkileri yiyerek, alkali hastaligina yakalanmasi iizerine ilk kez

calisildi.  Se’ un koyun, domuz ve sigirlarda besinsel eksikligi ile ilgili caligmalar,
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elementin biyokimyasal fonksiyonunun bulundugu 1973 yilina kadar devam etmistir.
Arastirmacilar Se’ un, glutatyon peroksidaz enzim sisteminin esansiyel bir parcasi
oldugunu buldular [Burk et al., 1999]. Se, glutatyon peroksidazin yapisina katilir.
Glutatyon peroksidaz. glutatyonu kullanarak yag asidi hidroperoksitleri ve hidrojen
peroksiti uzaklastirir.  Bdylece hidroksil radikallerinin sekillenmesini onler. Lipit
peroksidasyonunu  baskilayarak hiicre zarin1  koruyucu etkisinin yani  sira,
antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemotdrapik ajanlarla sinerjistik etkisi oldugu ve
terapdtik etkiyi arttirdigi, sisplatinin toksik yan etkilerini azalttig1 gosterildi [Ilio et al.,
1987; Yang et al., 2000; Dai et al., 1999].

Se’ un insan beslenmesindeki 6nemi 1979 yilinda bulundu. Cin’ deki bilim
adamlar1, selenyumca fakir topraklarda biiyliyen ¢ocuklarin Keshan hastaligi olarak
bilinen bir kardiomiyopati hastalifina yakalandiklarini gozlemlediler. Diyete Se
eklendiginde ise hastalik belirtileri geriledi. Bu buluslar, Se’ un insan bedenindeki
bilinmeyen etkisinin bulunmasi i¢in kapsamli ¢aligmalara onderlik etti. Biitiin bu
calismalar aym1 zamanda, Diinya Saghk Orgiitii'nii, Se’ un besinsel alimmu ile ilgili
arastirma yapmaya sevk etmistir. Elementin giinliikk besinsel alinim miktar1 (RDA:
Recommended Daily Allowance) 50-350 pg olarak saptanmistir [Groff et al., 1995;
Burk et al., 1999; Cao et al., 2004].

2.5.1. Selenyum Kaynaklar

Bitkiler selenyumu (Se) yetistirildikleri topraktan alirlar [Groff et al., 1995].
Baz1 besinlerin yiiksek diizeyde Se icerdigi bilinmektedir. Besinsel Se cogunlukla
selenometiyonin ve selenosistein gibi organik bilesikler seklinde olup baslica tahillar, et,
maya ve sebzelerle alinir [Cao et al., 2004]. Genellikle hayvansal gidalarda 6zellikle
ette Se bilesikleri, bitkilerdekine oranla daha fazladir [Burk et al., 1999; Groff et al.,
1995]. Selenyumca fakir toprakl iilkelerde hayvanlarin yiyeceklerine sodyum selenit
eklenmesi yaygin bir uygulamadir. Bazi baliklar disinda, deniz iirlinlerinin selenyumun

en iyi kaynagi olduguna inanilmaktadir [Groff et al., 1995].
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2.5.2. Selenyumun Bedende Emilimi

Bir¢cok Se formu, proteinlerin igerisindeki aminoasitlerin birer parcasi olarak
bedene girer. Hayvan ve bitkilerde bulunan selenomethionin ve selenosistein, bedene
giren ilk 6nemli Se formudur [Burk et al., 1999]. Seleno-L-Metiyonin’ nin kimyasal

yapisi Sekil 2.5.2.1°de gosterilmistir [Spallhoz et al., 2004].

O
V4
GH;}—SE —CHE—CHQ—?H —C

NH; OH

Sekil 2.5.2.1. Seleno-L-Metiyonin’ in kimyasal formiili.

[Ik emilim ince barsak cevresinde meydana gelir. Emilim, midede hemen
hemen hi¢ olmazken ince barsakta ¢ok az olur [Groff et al., 1995]. Selenometiyonin,
ince barsakta %100’e yakin bir oranda emilir. Diger formlar1 da selenometiyonine
benzer sekilde emilir. Bu elementi inorganik formlarinin emilimi luminal faktorlere
bagli olarak degisiklige ugrar. Bu degisiklik %50 ile %100’ lere kadar ulasabilir. Beden
selenyum diizeyi bu emilimi engellemez. Se’ un emiliminin azalmasi ya da tesvik
edilmesi bircok besinsel faktdrle yakindan iliskilidir. Indirgenmis glutatyon ile birlikte
E vitamin, A ve C vitaminleri elementin emilimini artirir. Bunlarin aksine, agir metaller

(c1va gibi) ¢oktiirme yoluyla elementin emilimini azaltir [Groff et al., 1995].

2.5.3. Selenyumun Bedende Tasinmasi

Se’ un tasinma mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir. Bir
varsayima gore; difiizyon yoluyla kirmizi kan hiicrelerine girdigi ve bedende bu yolla
tagindig1 sanilmaktadir. Serbest Se bedende, VLDL (Very Low Density Lipoproteins)
ve LDL (Low Density Lipoproteins) gibi lipoproteinlere baglanir. Ikinci bir tasiyic
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olarak selenoprotein P adi verilen bir plazma proteine tarafindan tasindig
disiiniilmektedir [Groff et al., 1995]. Diger bir goriise gore, selenosistein varligi

proteinin tagima 6zelligini inhibe eder [Burk et al., 1999].

2.5.4. Selenyumun Bedende Depolanmasi

Kalp, karaciger, bobrek, akciger, pankreas ve kas glutatyonun bir parcasi olarak
Se’u yiiksek diizeyde igerir. Bedende en ¢ok karacigerde bulunur [Burk et al., 1999,
Groff et al., 1995]. Kirmizi kan hiicrelerinin plazmaya gore 4 kat daha fazla glutatyon
iceriyor olmasi dikkate deger bir gercektir [Powers and Ji, 1999].

2.5.5. Selenyumun Bedenden Uzaklastirilmasi

Se iki temel yolla bedenden uzaklastirilir; bosaltim sistemi yoluyla (%50-67) ve
disk1 yoluyla (%40-50) [Groff et al., 1995]. Yiiksek doz Se alimi, elementin solunum
yoluyla dimetilselenit seklinde uzaklastirilmasina yol acar. Akciger yoluyla kayip,
ucucu Se bilesiklerinin neden oldugu sarimsak kokusu ile karakterizedir. Diski ile
atilmasi ¢ok fazla goriilmez, bunun yerine bosaltim sistemiyle normal fizyolojik siirecte

izlenen temel yoldur [Groff et al., 1995; Burk et al., 1999].

2.5.6. Selenyumun Fizyolojik Rolii

Hayvanlarda Se igeren 11 proteinin (selenoproteinler) bulundugu bilinmektedir.
Bu proteinlerin bir¢ogu, enzimatik fonksiyonlari ile karakterize edilir. Buna karsin
biyokimyasal fonksiyonlari daha yeni belirlenebilmistir.  Bazi hipotezlere gore,
sitokrom P450 sisteminin korunmasinda, DNA onariminda, enzim aktivasyonunda ve
immiin sistemin isleyisinde fonksiyonlar1 vardir. Se’ un iyi bilinen bir diger
fonksiyonu, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim sistemindeki roliidiir. Bugiine kadar

4 farkl glutatyon peroksidaz tanimlanmistir. Hiicre igerisindeki toplam (GSH-Px), 2:1
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oraninda sitozol ve mitokondriyal matriks arasinda dagilmistir. Bu enzimlerin
bedendeki temel antioksidan savunma sistemleri oldugu saptanmustir. Indirgenmis
glutatyon, bedende serbest radikallere karsi ilk savunma hattidir. Glutatyon enzim
sistemi su ve yagda ¢oziinebilen AO savunma sistemlerinin koordinasyonunda anahtar
rolii oynar. Peroksidazlar, indirgenmis glutatyon peroksidazi kullanip hidrojen
peroksidi ve lipit peroksitleri pargalayarak hiicrenin peroksidasyonunu engeller [Groff
et al., 1995; Burk et al., 1999]. Hiicre icindeki substratin ve indirgenmis glutatyonun
yeterli diizeyi, antioksidan o6zellik gosterebilmek i¢in GSH-Px formunda ihtiya¢ duyar
[Ji, 1995]. Indirgenmis glutatyon bedenden hidrojen peroksidi uzaklastirmak iizere
kullanildiginda yiikseltgenmis glutatyon olusur. Glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
okside glutatyon tekrar antioksidan olmak tizere indirgenmis glutatyona doniistiirtiliir.
Daha spesifik olarak bu enzim, tiroksinin (T4) triiyodotironine (T3) doniisiimiinii de
katalizler ve bu olayin selenyum bagimli oldugu goriiliir [Del Maestro, 1991]. Powers
ve Ji, (1999) yayimladiklart bir oOzette, indirgenmis glutatyonun, bedendeki
antioksidanlar1 yeniden sarj etme yetenegine sahip oldugunu iddia ettiler. Bu yayina
gore; glutatyon C ve E vitaminlerinin orijinal elektron konfigiirasyonlarma kavusmasi

icin elektron vericisi gorevi yapar.

2.5.7. Bedende Selenyum Eksikligi

Se eksikligi insanlarda, bazilar1 Oliimciil olabilen olduk¢a genis kapsamli
semptomlara yol agar. Buna iliskin ilk kanitlar 1979 yilinda Cin’de bilim adamlarinin
Se eksikligi ile karakterize olan Keshan ve Kashin-Beck’s hastaligin1 bulmalari ile elde
edildi. Keshan hastaligi kardiyojenik soka ve bazi durumlarda konjestiv (kan
gollenmesine neden olan) kan yetmezligine neden olabilen bir kardiyomiyopatidir (kalp
kas1 patolojisi). Kronik durumlarda hasta gesitli derecelerde kalp yetmezligi ve kalp
biiylimesi ile kars1 karstya kalir [Groff et al., 1995; Burk et al., 1999]. Keshan hastalig1
genellikle cocuklar1 ve geng bayanlari etkilerken, Kashin-Beck’s hastalig1 erken genclik
doneminde etkisini gosterir. Bu hastalik ¢esitli tiplerde kireclenme ile sonuglanir.

Hastalik genellikle sinirlerin ve kikirdak doku hiicrelerinin bozulmasi ile karakterizedir.
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Kikirdak doku hiicrelerinin harabiyeti, ciicelik ve eklem bozulmalarma neden olur
[Burk et al., 1999]. Se eksikligi belirtileri; kas agrilari, kilo kaybi, sa¢ ve deride
pigment kaybi, tirnak yataklarinda beyazlagsmadir [Groff et al., 1995]. Se eksikligi diger
elementlerle etkilesimden de meydana gelebilir. Kursun (Pb) Se ile etkilesir ve
elementin dokudaki diizeyini belirgin sekilde azaltir. Bu olaymn mekanizmasi tam
olarak aciklanmamis olmakla birlikte, her iki elementin de siilfidril gruplarina
baglaniyor olmasindan kaynaklandigina iliskin goriisler 6ne siiriilmektedir. Goriiniise
gore demir (Fe) ve bakir (Cu) da Se ile etkileserek elementin dokuya alinimini
engellemektedir. Beden azalmis metiyonin diizeyi ile kars1 karsiya kaldiginda bu a1
beden proteinlerine selenometiyonin baglayarak kapatir ve bu da bedende erisilebilir

serbest selenyum diizeyini diisiiriir [Burk et al., 1999].

2.5.8. Selenyum ve Kanser

1949°da Clayton ve Baumann ve onlardan yirmi y1l sonra da Shamberger (1969)
hayvan modelleriyle yaptiklar1 ¢alismalarda Se’ un kimyasal karsinogenezisi
baskiladigimi kanitladilar. Takip eden yillarda insanlarda kanser ve Se arasinda ters bir
orant1 oldugunu belirten epidemiyolojik bulgulara rastlandi. Bununla ilgili ilk raporlar

Shamberger (1970), Shapiro (1972) ve Schrauzer (1976)’den geldi.

1980’lerde Se’ un hayvanlarda kanseri engelledigi yolunda yayinlar giindeme
gelmeye basladi. Griffin ve Lane (1981) Se’ un inorganik formlart olan selenit ve
selenyum dioksitin kanserden koruma etkilerini zetlediler. Ikinci yaymn, Milner ve
arkadaglarindan geldi (1981). Milner ve arkadaslari, Se’ un yalnmizca inorganik
formlarinin degil, organik formlarinin da kanser hiicresinin ¢ogalmasini Onledigini
kanitladilar. Farelerle yapilan c¢aligmalarda; kanserli hiicre c¢ogalmasin
selenometiyonin ve selenosisteine gibi selenoaminoasitler kadar selenit, selenat ve

selenyum dioksitin de baskiladig1 goriildii.

Son 20 yilda hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri ¢alismalarinda birgok Se

bilesiginin karsinostatik aktivitesi belirlendiyse de tiim Se bilesiklerinin bu etkiye sahip



18

olmadig1 da bulgular arasindaydi. Ornegin hayvanlarda 1-1,5 ppm’ in altindaki besinsel
Se desteklemesinin karsinostatik etkinliginin olmadigr goriilldii [Combs and Grey,

1998].

Yapilan deneysel bir ¢alismada, bitkilerde ¢ok diisiik diizeylerde bulunan L-Se-
metilselenosisteinin (SeMC), hayvan meme kanseri modellerinde, besinsel olarak
uygulandiginda, karsinostatik bir potansiyeli olabilecegi belirtilmistir [Ip, 1998]. Daha
sonra Finley ve ark. (2000) SeMC’ nin, kolon kanserini azaltmada etkili oldugunu

saptadilar.

Clark ve ark. (1996), insanlarda glinde 200 mikrogram Se’ un, o&zellikle
selenometiyonin ve az bir miktar selenometilselenosistein icermek suretiyle selenize
maya ile besinsel aliminin akciger, prostat ve kolorektal kanser sikliginda %50’ye varan

azalma sagladigin belirttiler.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda 3-4 aylik, 180-220 gram agirhiginda saglikli, Sprague-Dawley
cinsi, albino disi ve erkek sicanlar kullanildi. Biitiin deney hayvanlar1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ nda normal musluk suyu ve pellet yemle standart bir ¢evre
yasaminda beslendi. Bu calisma ESOGU Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ nun
16.06.2009 tarihli ve 117/2009 nolu karar ile kabul edilmistir. Karar 6érnegi ektedir.

3.2. Yontemlerin Uygulanmasi

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Biitiin deney hayvanlar1 enjeksiyondan once bir haftalik karantinaya alindi ve
deney siiresince 12:12 aydinlik/ karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22 °C) ve nemi (%45-
50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatildi.  Sigcanlar tablo 3.2.2.1° de
gosterildigi gibi her grupta 7 hayvan olacak sekilde 12 ayr1 gruba ayrildi ve her kafeste
4 hayvan olacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlar ilk enjeksiyondan ve oldiiriilmeden
once tartilarak agirliklar saptandi.

Deney bittiginde, tiim sicanlarin etik kurallarina uygun olarak, eter anestezisi
altinda toraksi acilip yiirege enjektorle girilerek kalp kani yapilacak isleme gore, normal

ve EDTA’ 11 tiiplere alindu.
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3.2.2. Siklofosfamid ve Selenyum Uygulamasi

Deneyde 2, 3, 4, 7, 8,9, 10, 11, 12. gruplara tek doz intraperitonal (i.p) olarak
uygulanan CP Sigma (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)’ dan alindi
(Cyclophosphamide Monohydrate, katalog no: C0768). CP dozlar1 6nceki calismalara
gore (50, 70, 100, 120, 150 ve 200 mg/kg) diizenlendi [Lerza et al., 1988; Uchida et al.,
1994; Le Bricon et al., 1995; Slattery et al., 1995; Ayhanci et al., 2008].
Deneylerimizde CP’ nin {i¢ farkli dozu (50, 100, 150 mg/kg) kullanildi1 (Tablo 3.2.2.1).

Deneyde 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12. gruplara i.p olarak uygulanan Se Sigma’ dan
alind1 (Seleno-L-metiyonin, katalog no: S3132). Deneylerimizde Se’ un iki farkli dozu
(0.5 ve 1 mg/kg) kullanild1 (Tablo 3.2.2.1). Sicanlarda Se’ un i.p letal dozu (LDsg) 4.25
mg/kg olarak belirlenmistir [Reid et al., 2004].

CP’ nin (Endoxan=Cytoxan) 500 mg 25 ml bidistile suda eritilerek 25 ml/500
mg CP igeren ¢ozelti hazirlanmigtir. Se’ un ise 0.5 ve 1 mg/kg’ 1 0.5 ml serum
fizyolojikte (SF) eritilerek ¢Ozelti hazirlanmistir. Bu kimyasal maddeler ve kontrol
gruplaria uygulanan gerekli dozlardaki serum fizyolojik i.p olarak verilmistir. Biitiin
hayvanlar ilk enjeksiyondan ve dldiiriilmeden Once tartilarak agirliklari saptanmistir.
Sadece CP verilen ilk tli¢ gruptaki hayvanlar CP enjeksiyonundan 3 giin sonra anestezi
edilmistir.

Se ile birlikte CP verilen gruplarda, Se uygulamasina CP uygulamasindan {i¢
giin Once baglanmis ve deney sonuna kadar devam edilmistir. Dordiincii giinde
hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak CP dozu belirlenmis bdylece dordiincii giin
CP+Se verilmistir. Yedinci giin hayvanlar anestezi edilerek bobrekleri alinmistir. Se’
un CP ile birlikte 0.5 ve 1 mg/kg’ lik dozlarindan baska, 0.5 ve 1 mg/kg’ lik dozlar1 da
tek basina kullanilmistir (Tablo 3.2.2.2).
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Tablo 3.2.2.1. Uygulanan siklofosfamid ve selenyumun gruplara gore dagilima.

Gruplar 50 mg/kg 100 mg/kg | 150 mg/kg 0.5 mg/kg 1 mg/kg
CP CP CP Se Se
Kontrol grubu

1. grup +

2. grup +

3. grup +

4. grup +

5. grup +
6. grup + +

7. grup + +

8. grup + +

9. grup + +
10. grup + +
11. grup + +

Tablo 3.2.2.2. Siklofosfamid ve selenyumun gruplara uygulanma sekli.

GUN/ 1 2 3 4 5 6 7
VERIiLEN
MADDE
(0 4 + Kesim
Se + + + + + + Kesim
CP+ Se Se Se Se CP + Se Se Se Kesim
Kontrol SF SF SF SF SF SF Kesim
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3.2.3. Orneklerin Toplanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Tiim hayvanlar oncelikle kg basina 60 mg sodyum pentobarbiton verilerek
anestezi edildi ve daha sonra servikal dislokasyon ile dldiiriildii. Bobrekler alinarak
serum fizyolojik ile yikandi ve analiz yapilana kadar -20 °C’ de saklandi. Tim dokular
deneyler boyunca +4°C de korundu. Bdobrek dokularinin birer parcast (1:9w/v) MDA
ve GSH olgiimleri icin %0.9° luk NaCl c¢ozeltisi i¢inde Kinematica Status
Homogenizator kullanilarak homojenize edildi. Doku homojenatlart 15.000 g’ de 15

dakika santrifiij edildi. Daha sonra tistteki acik siipernatant uzaklastirildi.

3.2.3.1. Bobrek Dokusu MDA Diizeyinin Ol¢iilmesi

Doku MDA diizeyinin 6l¢iilmesi lipit peroksidasyonunun aldehid {irlinlerinden
biri olan MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA)’ in reaksiyonu temeline dayanan Ohkawa’
nin yontemiyle spektrofotometrik olarak yapildi [Ohkawa et al., 1979].

Deneyde %8.1° lik sodyum dodesil siilfat (SDS), %20’ lik asetik asit ve %0.09°
luk tiyobarbitiirik asit (TBA) karisiminin 0,2 ml’ si her bir 6rnege ilave edildi ve son
hacim 4 ml olacak sekilde distile suyla tamamlandi. Bu karisim 1 saat boyunca 95° C*
de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisim tiiplere alindi c¢esme suyuyla
sogutularak tlizerine 1 ml distile su ve 5 ml n-biitanol-piridin karigtmindan (15:1 v/v)
eklendi. Daha sonra santrifiij edilerek siipernatant alindi ve 532 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢iimii yapildi. Standart olarak 1,1,3,3-Tetraetoksipropan kullanildi. MDA

diizeyleri nmol/gr protein olarak hesaplandi.

3.2.3.2. Bobrek Dokusu GSH Diizeyinin Olciilmesi

Doku GSH aktivitesinin Ol¢limiinde Tietze [Tietze, 1966] ve Anderson
[Anderson, 1985] yontemi kullanildi. Bu yontem GSH' in siilfidril grubunun 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoik asitle (DTNB, Ellman reaktifi) reaksiyona girerek sar1 renkli 5-
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thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) olusturmasi ve olusan bu renkli {iriiniin 412 nm' de
absorbansinin dl¢giilmesi ile GSH konsantrasyonunun belirlenmesi esasina dayanir. Her
bir doku homojenatinin 100 pl’ si 3 ml’ lik kiivete yerlestirildi ve {izerine 750 ul 10 mM
DTNB eklenerek 3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 150 pl
1.47 mM B-NADPH eklenerek santrifiij edildi. =~DTNB miktar1 412 nm’ de
spektrofotometrik olarak dl¢iildii. GSH diizeyleri p mol/gr protein olarak hesaplandi.

3.2.4. Histolojik Analizler

Mikroskobik inceleme i¢in hayvanlarin sag bobrekleri %10’ luk formaldehitte
fikse edildikten sonra olagan doku takip islemleri yapilarak parafine gomiildii. Elde
edilen parafin bloklardan 5 pm’ lik seri kesitler alinarak hematoksilin-eosin boyasi ile
boyandi. Boyanan kesitler binokiiler mikroskopta incelenerek; nekroz, 6dem, kanama,
proksimal tiibiil hasari, iltihabi hiicre artisi, tiiblil liimeninde eozinofilik materyal
birikimi ve Bowman kapsiil araliginda daralma agisindan degerlendirilerek 0 (normal) -
1 (hafif-orta degisiklikler) -2- (siddetli-tehlikeli degisiklikler) hasar puanlar1 verildi.
Tiim mikrograflar Olympus marka DP70 kamera ile elde edildi.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi 13.0 paket programi kullanilarak test
edilmistir. Biitiin sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.
Calismamizda 12 grup olmast ve verilerimizdeki degiskenlerin normal dagilim
gostermesi nedeniyle tek yonlii varyans analizi (One-Way Annova) uygulanmistir.
Coklu karsilagtirmalarda ise gruplar arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigini
saptamak i¢in nonparametrik Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Daha sonra iki grup

arasindaki karsilagtirmada Tukey HSD yonteminden yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

Siganlar lizerinde gergeklestirmis oldugumuz bu c¢aligmada, antioksidan savunma
sisteminin unsurlarindan biri olan GSH aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi.
Bunun yani sira, lipit peroksidasyonunun son liriinii olan ve oksidatif hasarin ortaya
konmasinda onemli bir parametre olarak kullanllan MDA diizeyleri de yine ayni
yontemle ol¢tildii.

Tiim gruplara ait MDA nmol/gr protein, GSH diizeyi ise pmol/gr protein olarak
hesaplandi.

4.1. Bobrek Dokusu MDA ve GSH Sonug¢lar

50, 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplarinin ve serum fizyolojik (SF)
verilen kontrol grubunun MDA ve GSH ortalama degerleri Tablo 4.1.1." de
gosterilmistir.

Tablo 4.1.1. de goriildiigii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu kontrol
grubuyla karsilastirildiginda MDA seviyesinde %13 oraninda bir artig oldugu goriilmiis
ancak bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Bu grupta GSH diizeyi
kontrol grubuna gore %9 oraninda azalmis olmakla birlikte bu azalma istatistiksel
bakimdan anlamli bulunmamustir.

100 ve 150 mgkg CP verilen deney gruplart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MDA seviyelerinin kontrole gore %45 oraninda arttig1 goriilmiis ve
bu artis istatistiksel agidan ileri derecede 6nemli bulunmustur (p<0.001). Bu iki grupta
GSH diizeyleri kontrol grubuna gore %39 oraninda ileri diizeyde bir azalma gdstermistir
(p<0.001).

Kontrol grubu ile 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen deney gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda (Tablo 4.1.1) MDA ve GSH seviyelerinde Onemli bir degisiklik
gozlenmemistir vee MDA ve GSH seviyelerindeki kiigiik degisiklikler istatistiksel

bakimdan anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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50+0.5, 100+0.5 ve 150+0.5 mg/kg CP + Se verilen deney gruplarinin ve serum
fizyolojik verilen kontrol grubunun MDA ve GSH ortalama degerleri Tablo 4.1.1.” de
gosterilmistir.

Tablo 4.1.1." de goriildiigii gibi 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda MDA seviyesinde %10 oraninda bir diisiis
gbzlenmis ancak bu disiis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Aym
sekilde 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubuyla GSH diizeyinde
karsilagtirildiginda GSH miktar1 %9 oraninda artmis ancak bu artis istatistiksel agidan
anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda
MDA seviyesinde %19’ luk bir artis olmus ve bu artis istatistiksel bakimdan ileri
derecede anlamli bir fark olarak bulunmustur (p<0.001). Yine ayni grup kontrolle
kiyaslandiginda GSH seviyesinde %4 oraninda bir diisiis gozlense de bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda
MDA seviyesi %36 gibi biiyiik bir oranda artmuis ve istatistiksel olarak da ileri derecede
anlamli bulunmustur (p<0.001). Ayni grupta GSH seviyesi kontrole gére %32 oraninda
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli dl¢lide diigmiistiir (p<0.001).

50+1, 100+1 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplarinin ve serum
fizyolojik verilen kontrol grubunun MDA ve GSH ortalama degerleri Tablo 4.1.1.” de
gosterilmistir.

50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu serum fizyolojik verilen kontrol
grubuyla MDA diizeyi bakimindan karsilastirildiginda, 50+1 mg/kg CP+Se verilen
deney grubunda MDA seviyesinde anlamli bir degisiklik olmamustir (p>0.05). Aym
grup kontrolle kiyaslandiginda GSH diizeyinde de anlamli bir degisiklik olmamistir
(p>0.05).

100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubuyla MDA diizeyi
bakimindan karsilagtirildiginda, 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda MDA
seviyesinde %27 oraninda bir artis olmus ve bu durum istatistiksel olarak da ileri

derecede anlamli olarak yorumlanmistir (p<0.001). 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney
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grubunda GSH seviyesi kontrole gore %4 oraninda azalmis ancak bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu kontrol grubuyla MDA diizeyi
bakimindan karsilastirildiginda, 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda MDA
seviyesi %40 oraninda artarak ileri derecede anlamli bir artig gdstermistir (p<<0.001).
Bu gruptaki GSH diizeyi kontrolle kiyaslandiginda %34 oraninda azalmis ve istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli bir fark olarak bulunmustur (p<0.001).

50 mg/kg CP verilen deney grubu 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplari
ile MDA diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney
gruplarinda MDA diizeylerinin oldukca arttigi saptanmis (sirasiyla %27 ve %37
oranlarinda) ve bu artis istatistiksel agidan ileri derecede anlamli bulunmustur
(p<0.001). Bu iki deney grubunda GSH diizeyleri 50 mg/kg CP verilen deney grubuna
gore (swrastyla %21 ve %37 oranlarinda) oldukg¢a Onemli miktarda bir azalma
gostermistir (p<0.001).

100 mg/kg CP verilen deney grubu 150 mg/kg CP verilen deney grubuyla MDA
diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda 150 mg/kg CP verilen deney grubunda MDA
diizeyi 100 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %14 oraninda artarak istatistiksel
acidan ileri derecede onemli bir artig gostermistir (p<0.001). 150 mg/kg CP verilen
deney grubunda GSH diizeyi 100 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %15 oraninda
onemli derecede azalmistir (p<0.01).

50+0.5, 100+0.5 ve 150+0.5 CP+Se verilen deney gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirtlmistir.

50 +0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu 100+0.5 ve 150+0.5 mg/kg CP+ Se
verilen deney gruplariyla karsilastirildiginda 100+0.5 ve 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen
deney gruplarindaki MDA seviyesinde sirasiyla %27 ve %42 oranlarinda 6nemli bir
artis oldugu gozlenmis ve bu artisin da istatistiksel acidan ileri derecede anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.001).

50 +0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubu 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney
grubu ile karsilagtinnldiginda 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda GSH
seviyesinde %12 oraninda bir diislis goriilmiis ve bu diisiis istatistiksel agidan dnemli bir

fark olarak degerlendirilmistir (p<0.01). 50+0.5 mg/kg CP+ Se verilen deney grubu
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150+0.5 mg/kg CP + Se verilen grupla karsilagtirildiginda ise 150+0.5 mg/kg CP+Se
verilen deney grubunda GSH seviyesinde %38 oraninda onemli bir azalma oldugu
saptanmis ve bu azalma istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli fark olarak kabul
edilmistir (p<0.001).

150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki MDA seviyesi 100+0.5 mg/kg
CP+Se verilen deney grubuna gore %22 oraninda artig gostermis ve bu artis istatistiksel
bakimdan ileri derecede anlamli bulunmustur (p<0.001). 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen
deney grubundaki GSH seviyesi 150+0.5 mg/kg CP+ Se verilen deney grubuna gore
%30 oraninda artmig ve bu artis istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<<0.01).

Tablo 4.1.1.” de goriildiigii gibi 50 mg/kg CP verilen deney grubu 50+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubuyla MDA diizeyleri bakimindan karsilagtirildiginda 50+1
mg/kg CP+Se verilen grupta sadece 50 mg/kg CP verilen gruba gére MDA diizeyinde
%10 oraninda bir azalma oldugu goriilmiis ancak bu azalis istatistiksel bakimdan
anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bu iki deney grubu GSH diizeyi bakimindan
karsilastirildiginda ise 50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH diizeyinin 50
mg/kg CP verilen deney grubuna gore %19 oraninda arttigi goriilmiis ve bu artis
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulunmustur (p<0.001).

100 mg/kg CP verilen deney grubu 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuyla
karsilastirildiginda 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunun MDA seviyesinin %13
oraninda diistiigli goriilmiis ve bu diisiis istatistiksel agidan onemli derecede anlamli
bulunmustur (p<0.01). 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH diizeyinin
100 mg/kg CP verilen gruba gore %25 gibi olduk¢a dnemli bir oranda artti1 ve ve bu
artigin istatistiksel olarak da ileri derecede anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.001).

150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunki MDA seviyesi 150 mg/kg CP
verilen deney grubuna gore %8 oraninda azalmis olmakla birlikte bu diisiis istatistiksel
acidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Yine 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney
grubundaki GSH diizeyi 150 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %7 oraninda artmis
olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney
grubuyla MDA diizeyi agisindan karsilastirildiginda 100+1 mg/kg CP+Se verilen

gruptaki MDA seviyesinin %25 oraninda arttig1 goriilmiis ve bu artis istatistiksel olarak
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ileri derecede 6nemli fark var seklinde yorumlanmistir (p<0.001). Bu iki grup GSH
diizeyi bakimindan karsilastirildiginda 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda
GSH diizey1 50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna gore %14 oraninda ileri
derecede bir azalma gostermistir (p<<0.001).

50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney
grubuyla MDA diizeyi agisindan karsilastirildiginda 150+1 mg/kg CP+Se verilen
gruptaki MDA’ nin %38 oraninda ileri derecede 6nemli bir artig gdsterdigi goriilmiistiir
(p<0.001). 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda GSH seviyesi 50+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubuna gore %41 oraninda ileri derecede diislis gdstermis ve bu
diisiis istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulunmustur (p>0.001).

Tablo 4.1.1." de goriildigi gibi 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuyla
150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubu MDA diizeyi acisindan karsilastirildiginda
150+1 mg/kg CP+Se verilen gruptaki MDA’ nin %18 oraninda arttig1 goriilmiis ve bu
artig istatistiksel olarak da dogrulanmistir (p<0.001). Benzer sekilde 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubundaki GSH aktivitesi de 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney
grubuna gore %32 oraninda oldukga fazla bir diisiis gostermis ve bu diisiis istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli bulunmustur (p<0.001).

50 mg/kg CP verilen deney grubu 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubuyla
karsilagtirildiginda 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda MDA diizeyinde %22
oraninda 6nemli bir azalma oldugu goriilmiis ve bu azalis istatistiksel bakimdan ileri
derecede 6nemli bir azalma olarak kabul edilmistir (p<0.001). 50+0.5 mg/kg CP+Se
verilen deney grubunda GSH diizeyi 50 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %17
oraninda olduk¢a Onemli bir sekilde artmis ve bu artis istatistiksel bakimdan ileri
derecede 6nemli bir artig olarak kabul edilmistir (p<0.001).

100 mg/kg CP verilen deney grubu 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney
grubuyla karsilastirildiginda 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubunda MDA
diizeyi sadece 100 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %22 gibi 6nemli bir derecede
azalma gostermistir ve bu azalig istatistiksel bakimdan ileri derecede anlamli
bulunmustur (p<0.001). 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH

seviyesi 100 mg/kg CP verilen deney grubuna gore %25 gibi 6nemli bir oranda artis
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gbstermis ve bu artis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir artis olarak kabul
edilmistir (p>0.001).

150 mg/kg CP verilen deney grubu 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney
grubuyla MDA diizeyin bakimindan karsilagtirildiginda 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen
deney grubunun MDA diizeyinde %14 oraninda 6nemli derecede bir azalma oldugu
goriilmistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH seviyesi
150 mg/kg CP verilen deney grubuna goére %10 oraninda artis gostermis ancak bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

50+0.5 ve 50+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplar1 kendi aralarinda MDA ve
GSH diizeyleri bakimindan kiyaslandiklarinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark
bulunmamuistir (p>0.05).

100+0.5 ve 100+1 mg/kg CP verilen deney gruplar1 kendi aralarinda MDA ve
GSH diizeyleri bakimindan kiyaslandiklarinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05).

150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP verilen deney gruplar1 kendi aralarinda MDA ve
GSH diizeyleri bakimindan kiyaslandiklarinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05).



Tablo 4.1.1. Tiim deney

ruplar1 ve bunlarin kontrol gruplarinin MDA ve GSH ortalama ve standart sapma degerleri.

Gruplar _ _

MDA (X+SD) GSH (X+£SD)
(n=7)

Kontrol 14,22 + 1,36 38,20 + 1,65
50 CpP 16,27 + 1,24 34,82 +2,68
100 CP 22,17+ 1,24 27,79 £ 0,97
150 CP 25,63 + 1,44 23,65+ 1,94
0.5 Se 14,35+ 0,93 40,80 +2,14
1 Se 14,81 £0,78 41,14 + 1,36
50 CP + 0.5 Se 12,80 = 1,01 41,74 +£3,13
100 CP + 0.5 Se 17,36 £ 1,13 36,86 + 0,88
150 CP + 0.5 Se 22,05+ 0,95 26,12+ 1,78
50 CP+1 Se 14,70 = 0,61 42,67 + 1,80
100 CP +1 Se 19,37 0,96 36,87 1,12
150 CP + 1 Se 23,59 + 1,88 25,27 + 2,68

30
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Tablo 4.1.2. MDA diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi ile elde edilen p degerleri.

MDA
GRUPLAR 50 CP 100 CP 150 CP 0,5 Se 1Se 50CP+0.5Se | 100CP+0.5Se | 150CP+0.5Se | SOCP+1Se | 100CP+1Se | 150CP+1Se
Kontrol 0,069 ™ 0,000%* 0,000%* 1.000 ™ 0,998 ™ 0,515™ 0,000%* 0,000%* 1.000 ™ 0,000%* 0,000%*

0,359 ™

0,000*
0,000%*

0,000%*

0,002*

50CP+0.5Se

100CP+0.5Se

150CP+0.5Se

50CP+1Se

100CP+1Se

ns: anlamli fark yok
*: anlaml fark var
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Tablo 4.1.3. GSH diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi ile elde edilen p degerleri.

GSH

GRUPLAR 50 CP 100 CP 150 CP 0.5 Se 1Se 50CP+0.5Se | 100CP+0.5Se | 150CP+0.5Se | SOCP+1Se | 100CP+1Se | 150CP+1Se

Kontrol 0,079 ™ 0,000%* 0,000%* 0,373 ™ 0,206 ™ 0,052 ™ 0,981 ™ 0,000%* 0,004 0,981™ 0,000%*

50 CP 0,000%*
100 CP 0,000%*

150 CP

0,456 ™ 0,927"™
0.5 Se 1,000 ™ 0,999 ™ 0,018* 0,000*

100CP+0.5Se
150CP+0.5Se
50CP+1Se
100CP+1Se

ns: anlamli fark yok
*: anlaml fark var
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4.2. Mikroskobik inceleme

Tim hayvanlara ait seri doku kesitlerinin binokiiler mikroskop altinda
degerlendirilmesiyle elde edilen bulgularimiz asagida belirtilmistir. Nekroz, kanama,
O0dem, iltihabi hiicre artisi, proksimal tiibiil hasar1 ve tiibiil limeninde eozinofilik
materyal birikimi hi¢bir kesitte gdzlenmemistir. Bowman kapsiil araliginda daralma
(BKAD) ve distal tiibiil hasarlar1 bazi gruplara ait bazi hayvanlarin kesitlerinde

gbzlenmistir. Bu gozlemlere iliskin skor puanlar1 Tablo 4.2.1 ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1. Gruplara gore histolojik skor puanlar1 (puanlar o gruptaki tiim hayvanlarin toplam puanlarini
Ostermektedir).

Gruplar BKAD Tiibiil Hasar:

(n=7) (Toplam puan) (Toplam puan)
Kontrol 0 0
50 CP 7 5
100 CP 9 7
150 CP 7 8
0.5 Se 4 4
1 Se 2 0
50 CP + 0.5 Se 0 0
100 CP + 0.5 Se 1 0
150 CP + 0.5 Se 5 0
50 CP +1 Se 0 0
100 CP +1 Se 1 0
150 CP +1 Se 3 0

Tablo 4.2.1° de yer alan veriler degerlendirildiginde kontrol grubuna ait
hayvanlarin hi¢ birinde BKAD ve tiiblil hasarinin olmadigi (Sekil 4.2.1 ve 4.2.2)

goriilmektedir.
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Tablo 4.2.1° de goriildiigii gibi en fazla BKAD ve tiibiil hasar1 CP’ nin tek
basina verildigi 50, 100 ve 150 mg/kg CP gruplarinda (Sekil 4.2.3 — 4.2.5) gbzlenmistir.

Sadece Se verilen deney gruplarina ait skor puanlarina bakildiginda 0.5 ve 1
mg/kg Se verilen deney gruplarindaki hayvanlarin bazilarinda BKAD ve distal tiibiil
hasar1 goriilmesine karsin, hayvanlarin ¢cogunda mikroskop altinda incelendiginde her
iki deney grubunda da BKAD ve tiibiiler hasara rastlanmamistir (Sekil 4.2.14 — 4.2.16).

50+0.5, 100+0.5 ve 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney gruplarina ait skor
puanlar1 incelendiginde bu gruplarin hi¢ birinde distal tiibiil hasar1 olmadigi, ancak
verilen CP dozu arttik¢a bazi1 hayvanlarda BKAD goriildiigi dikkati ¢ekmektedir (Sekil
4.2.17-4.2.22).

50+1, 100+1 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplarina ait skor
puanlarina bakildiginda 0.5 Se ile birlikte verilen 50, 100 ve 150 CP gruplardakine
benzer histolojik bulgular oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.23 — 4.2.28).
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Sekil 4.2.1. Kontrol grubuna ait bobrek korteksinde normal Malpighi cisimleri (—) ve tiibiiller
goriiliiyor, bar = 50 pm.

Sekil 4.2.2. Kontrol grubuna ait normal goriinime sahip bobrek medullasi goriiliiyor, bar = 100
um.
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Sekil 4.2.3. 50 mg/kg CP verilen deney grubuna ait bobrek korteksinde Bowman kapsiil
araliklar1 daralmis Malpighi cisimleri (—) goriilmektedir, bar = 50 pm.

Sekil 4.2.4. 50 mg/kg CP grubuna ait bobrek korteksinde distal tiibiil hiicrelerin hasara ugrayarak
liimene dokiildiigi (—) goriilmektedir, bar = 50 um.
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Sekil 4.2.5. 50 mg/kg CP verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek medullas
goriilmektedir, bar = 50 pm.

Sekil 4.2.6. 100 mg/kg CP verilen deney grubuna ait bobrek korteksinde Malpighi cisimlerinde
Bowman kapsiil araliginda daralma (—) goriilmektedir, bar = 100 um.
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Sekil 4.2.7. 100 mg/kg CP verilen deney grubuna ait bobrek korteksinde distal tiibiil hiicrelerinin
liimene dokiildiigii (—) goriilmektedir, bar = 50 pum.

Sekil 4.2.8. 100 mg/kg CP verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek medullasi
goriilmektedir, bar = 50 pm.
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Sekil 4.2.9. 150 mg/kg CP verilen deney grubuna ait bobrek korteksinde Malpighi cisimlerinde
Bowman kapsiil araliginda daralma ve distal tiibiillerde hasar goriillmektedir (—), bar = 100 pm.

Sekil 4.2.10. 150 mg/kg CP verilen deney grubuna ait distal tiibiillerde liimene dokiilen hiicreler
goriilmektedir (—), bar = 50 pm.
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Sekil 4.2.11. 150 mg/kg CP verilen deney grubuna ait distal tiibiil epitel hiicrelerinde yassilasma
(—) goriilmektedir, bar = 20 um.

Sekil 4.2.12. 150 mg/kg CP verilen deney grubuna ait normal goriiniimlii bobrek medullasi
goriilmektedir, bar = 50 pm.
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Sekil 4.2.13. 0.5 mg/kg Se verilen deney grubuna ait normal goriiniimlii bobrek korteksi
goriilmektedir, bar = 50 pm.

Sekil 4.2.14. 0.5 mg/kg Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek medullast
goriilmektedir, bar = 100 um.
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Sekil 4.2.15. 1 mg/kg Se verilen deney grubuna ait normal goriiniimlii bobrek korteksi
goriilmektedir, bar = 50 pm.

Sekil 4.2.16. 1 mg/kg Se verilen deney grubuna ait normal gdriinme sahip bobrek medullast
goriilmektedir, bar = 100 um.
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Sekil 4.2.17. 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruba ait normal goriiniimlii bobrek korteksi
goriilityor, bar = 50 um.

Sekil 4.2.18. 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruba ait normal goriiniime sahip bébrek medullast
goriilityor, bar = 50 um.
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Sekil 4.2.19. 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruba ait normal goriiniime sahip bobrek korteksi
goriilityor, bar = 50 um.

Sekil 4.2.20. 100+0.5 mg/kg CP+Se verilen gruba ait normal goriiniime sahip bobrek medullast
goriiliiyor, bar = 100 pm.
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Sekil 4.2.21. 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait bobrek korteksinde Bowman
kapsiil araliklar1 daralmig Malpighi cisimleri (—) goriilmektedir, bar = 50 um.

Sekil 4.2.22. 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek
medullasi goriilmektedir, bar =50 um.
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Sekil 4.2.23. 50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bdbrek
korteksi goriilmektedir, bar =20 um.

Sekil 4.2.24. 50+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek
medullas1 gorillmektedir, bar = 50 um.
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Sekil 4.2.25. 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek
korteksi goriilmektedir, bar =20 um.

Sekil 4.2.26. 100+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal goriiniime sahip bobrek
medullasi goriilmektedir, bar = 50 um.
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Sekil 4.2.27. 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normale yakin goriiniimlii bobrek
korteksi goriiliiyor, bar = 50 um.

Sekil 4.2.28. 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubuna ait normal gériiniime sahip bdbrek
medullasi goriiliiyor, bar = 50 um.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada CP’ nin bobrekteki toksik etkisini ve dolayisi ile koruyucu ajana
(Se) bagh olarak gelisen degisiklikleri belirlemek i¢in biyokimyasal degiskenler (GSH
ve MDA) kullanarak histolojik incelemeler yapilmistir.

CP kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili bir kemoterapdtik ajandir
[Biiyiiknacar et al., 2008]. Ideal olarak, kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar
kanser hiicrelerini yok ederken, normal dokulari olumsuz bicimde etkilememelidir.
Ancak bugiin de kullanilan CP gibi yiiksek doz alkilleyici (DNA’ y1 etkileyen) ajanlar
bu kosulu tam olarak yerine getirmemektedir [Katzung, 2001].

CP’ nin antitiimoral etkinligi yiiksek dozda kullanilabilmesine baglidir [Osborne
et al.,, 1987]. Ancak yiiksek doz CP kullanimi mesanede akut inflamasyona, bobrek
hasarina ve karaciger hasarina neden olur [Kopecna, 2001; Kumar and Kuttan, 2004;
Abraham, 2009].

Hemorajik sistit, siklofosfamid tedavisinin 1iyi bilinen bir {irolojik
komplikasyonudur. Ote yandan, siklofosfamide bagli en énemli renal yan etkilerden
biri de hiponatremidir. Hiponatremi, antidiiiretik hormon (ADH)’ un artmis etkisi
nedeniyle su ekskresyonunun bozulmasina bagli gelisir.  Hiponatremi daha c¢ok
intravendz yliksek doz siklofosfamid tedavisi sonrasi izlenebilir.  Hiponatremi
genellikle akut gelisir ve ilacin kesilmesiyle 24 saat i¢cinde diizelir. Kemoterapi ilaglari
glomeriil, tiibiil veya interstisyum diizeyinde etkili olarak bdbrek fonksiyonlarini
bozabilir [Bode et al., 1980; Bressler and Huston, 1985].

Plazma kreatinin seviyesi bobrekteki glomerular fonksiyonun gdstergesidir
[Sugumar et al., 2007]. Nefrotoksisite ise serum kreatinin konsantrasyonunun plazmada
normal seviyenin iistiine ¢ikmasi (>0.5 mg/dl) olarak tanimlanir [Cagler et al., 2002].
Sicanlarla yapilan bir deneyde CP’ nin diisiik dozlarda plazma kreatinin seviyesine etki
etmedigi ve renal hasara neden olmadigi tespit edilmistir [Sugumar et al., 2007].
Abraham ve Rabi (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ise i.p olarak uygulanan 150
mg/kg CP’ nin plazma kreatinin seviyesinde degismeye neden olmadig1 ancak histolojik
incelemelerde renal hasara rastlandigi bildirilmistir. Bizim deneysel bulgularimizda da

bobrek dokusundaki hasar 50, 100 ve 150 mg/kg CP verilen deney gruplarinda doz
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artigina paralel olarak hem histolojik incelemelerde hem de biyokimyasal degiskenlerde
ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.1.1 ve 4.2.1).

CP analogu olan Ifosfamid (IP) ile karsilastirildiginda daha az nefrotoksik
etkiye sahiptir ve bu nedenle CP’ nin neden oldugu bobrek hasarinin mekanizmasi fazla
calisilmamistir [Abraham and Rabi, 2009]. CP’ nin nefrotoksik mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir ancak tiibiil hiicrelerinde serbest radikal ve lipit peroksidasyonu
olusumuna neden oldugu one siiriilmektedir [Naziroglu et al., 2004; Yilmaz et al.,
2005].

Calismamizda sadece CP uygulanmasi nefrotoksisiteye neden olmustur; diisiik
AO aktivitesi (GSH azalmasi) ve artan lipit peroksidasyonu (MDA artis1) ile birlikte
saptadigimiz histolojik degisimler de bunu kanitlamaktadir (Tablo 4.1.1). Nitekim
sadece 50, 100 ve 150 mg/ kg CP verilen deney gruplarinda AO GSH diizeyleri doz
artisina parelel olarak sirasiyla %9, %28 ve %39 oranlarinda azalmis, lipit
peroksidasyon iirlinii MDA ise sirasiyla %13, %36 ve %45 oranlarinda artmistir. Diger
taraftan ayn1 dozlardaki CP bobrek dokusunda BKAD ve tiibiil hiicrelerinde hasara
neden olmustur. Bu parametreler bobregin CP kemoterapisi sirasinda hasarlandigini
gostermektedir. 150 mg/kg CP verdigimiz siganlarda 50 ve 100 mg/kg CP verilen
gruplara gore ortaya c¢ikan hasar bobregin CP varliginda gordiigli zararin doza bagh
oldugu anlamina gelebilir.

Philips ve ark. (1961) tarafindan yapilan deneysel bir calismada erkek siganlara
1.p olarak tek doz uygulanan CP (222 mg/kg)’ nin renal papiller nekroza (RPN) neden
oldugu bildirilmistir. Daha sonralart CP’ nin nefrotoksisiteye neden olduguna dair bir
ka¢ caligma daha yapilmistir. Bu ¢alismalarin tiimiinde uzun siireli CP kullaniminin
renal tlibiiler nekroza, glomerular degisikliklere ve lizozomal enzim aktivitesinde
anlamli 6l¢iide diislise neden olarak renal hasara yol agtigindan bahsedilmistir [Levine
and Sowinski 1974; Lavin and Koss, 1971; Hsu and Tsai, 1982; Abraham et al., 2007].
10 gilinlik yiliksek doz CP uygulamasinin 6liimle bile sonuglanabilecegini gdsteren
calismalar bulunmaktadir [Gharib and Burnett, 2002]. Ancak CP’ nin akut bobrek
hasarina neden olduguna dair yapilan ¢aligsma sayisi ¢cok azdir.

Yapilan bazi ¢calismalarda 6, 12, 24 ve 48 saat sonra anestezi edilen siganlarda

150 mg/kg CP uygulamasmin bobrek dokusundaki hasar1 ¢ok fazla artirdig
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kaydedilmistir [Al Salloum et al., 2003; Senthilkumar et al., 2006; Cayir et al., 2009].
Bizim c¢alismamizda da bobrekte gozlenen hasarin beklenenden az olmast CP
toksisitesinin akut oldugu anlamina gelebilir. Nitekim biyokimyasal parametrelerde
saptadigimiz artmis MDA diizeyi ve azalmis GSH seviyesi bobrek hasarmi ¢ok net bir
sekilde ortaya koymustur. Siganlar CP uygulamasindan 3 giin sonra anestezi edilmistir.
Bu siire igerisinde bobrek dokusu kendisini onarmis olabilir.

CP’ nin iki aktif metaboliti fosforamid mustard (FAM) ve akroleindir (ACR).
CP’ nin antineoplastik etkileri FAM ile iligkilidir. FAM’ in DNA’ya baglanarak hiicre
boliinmesini baskiladigi, CP’ nin bagisiklik baskilayic1 ve antitiimor etkilerine araci
oldugu diistinilmektedir [Kawabata et al., 1990]. CP’ nin toksik etkisi aktif metaboliti
olan ACR ile ilgilidir. ACR doku AO savunma sistemine miidahale ederek yliksek
oranda SOR olusumuna yol agar ve memeli hiicreleri i¢in mutajeniktir. ACR kaynakli
olusan serbest radikaller; enzim, reseptdr, iyon pompalar1 gibi molekiillerle birleserek

onlarin fonksiyonlarini bozarlar [Senthilkumar et al., 2006].

Oksijenli solunum yapan canlilarda, serbest oksijen radikalleri kaginilmaz bir
sekilde olugmaktadir. Bu aktif oksijen radikalleri siiperoksit, hidrojen peroksit, serbest
hidroksil radikali ve bunlarin etkisiyle olusan lipit peroksitleri ve diger benzer tiirevleri
hiicrenin farkli kisimlarinda bulunan protein, karbonhidrat, lipit ve DNA gibi
molekiilleri etkileyerek onemli degisikliklere neden olurlar. Ozellikle hiicrelerde
bulunan doymamis yag asitleri bunlar i¢in ¢ok iyi birer hedeftirler [Karatas ve ark.,

2006].

Serbest radikaller; ortaklanmamis elektron igeren, reaktif ve kisa Omiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem normal metabolizmanin yan iirlinii olarak hem de
ilaglarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Bir¢ok
hastalik, doku yikimi, serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu sonucu olusur.
Organizmada serbest radikal reaksiyonlar bir¢ok AO sistemi ile kontrol edilir [Kurt et

al., 2005]

AQO’ lar serbest radikal olusumunu 6nleyen veya zincir kiran yapilar olarak is
goriirler. Serbest radikallerin olusum hizi, bunlan etkisiz hale getiren veya azaltan

katalaz (Cat), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi bazi



52

endojen AO enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hiz1 ile dengede oldugu siirece,
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya

baslar ve oksidatif stres seklinde etkilerini gdsterirler [Kurt et al., 2005].

Kanser, anormal viicut hiicrelerinin kontrolsiiz liremeleri ile meydana gelen bir
doku kitlesi olarak tanimlanmaktadir. Diinyada her yil binlerce kisi kanser nedeniyle
Olmektedir.  Glinlimiizde antioksidanlarin kanser iizerine etkileri yaygin olarak
arastirilmaktadir [Hulka and Stark, 1995].

Neoplastik hastaliklarda, CP kemoterapisi boyunca, ACR’ nin toksik yan
etkilerinden kacinmak i¢in bazi AO ajanlar kullanilarak bu toksik etkilerin detoksifiye
edilmesi gerekir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda da AO’ larin karsinojenezin
baslama ve gelisme donemini baskiladiklari, hiicre 6limii ve degisimini Onlediklerini

gdstermistir [Iscan ve Coban 1998].

Bir klinik ¢aligmada platinum nedenli bobrek hasarina karsit bir tiyol
antioksidant olan amifostinin sitoprotektif etkileri oldugu belirlenmis ancak
hipokalsemi, anksiyete ve hipotansiyon gibi toksisitelerinden dolayr bundan
kaginilmaktadir. Sodyumtiyosiilfat, mesna ve procainamide gibi diger sitoprotektif
ajanlar  etkinliklerinin  yetersizligi yiizlinden genis klinik kullanimlar ig¢in
onaylanmamaktadir. Bu bilesikler ayn1 zamanda tiimor dokusunda platin ve alkilleyici
ajanlar tarafindan olusturulan toksisiteye karsi sitoprotektivitede segici degillerdir
[Senthilkumar et al., 2006]. Bu yiizden tiimor koruyucu ve tiimor biiyiimesini uyarici
ozellikler olmaksizin normal dokular1 kemoterapi nedenli toksisitelerden koruyabilecek

yeni ajanlara ihtiyag vardir.

Bazi in vivo ve in vitro bulgular sitotoksik ajanlarin neden oldugu hiicresel
toksisitelerin bu AO’ lardan biri olan selenyumun kullanilmasiyla 6nemli Olgiide
Onlenebilecegini gostermektedir. Se’ un, lipit peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre
zarin1 koruyucu roliiniin yani sira [Ilio et al.,, 1987], antioksidanlarla etkilesimi
sayesinde kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etkili oldugu [Dai et al., 1999] ve
antineoblastik ilaclarin terapdtik etkinligini arttirdigi, sisplatin gibi sitotoksik ajanlarin

toksik yan etkilerini azalttig1 bildirilmistir [ Yang et al., 2000].
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Se bilesiklerinin yogun bir sekilde kimyasal oOnleyici ajanlar olarak
degerlendirilmesine ragmen, bu ajanin potansiyeli ile ilgili baz1 yayinlarda antikanser
ilaglarin  koruyucu etkileri ve toksisitelerinin modifikasyonlarinda etkili oldugu
degerlendirilmektedir [Cao et al., 2004].

Se, canli organizmalar i¢in esansiyel bir iz mineral olup organizmada doymamis
yag asitlerinin oto-oksidasyonunu engeller. Bunun nedeninin, selenyumun serbest
radikalleri inaktivite eden ve bdylece lipit peroksidasyonunun olusmasini engelleyen
“glutatyon peroksidaz” enziminin merkez katalitik yapisin1 olusturmasindan
kaynaklandig1 belirtilmektedir [Tos-Luty et al., 2003].

Arastirmacilar Se’ un, glutatyon peroksidaz enzim sisteminin esansiyel bir
parcast oldugunu buldular [Burk et al., 1999]. Glutatyon, glutatyon peroksidazin
koenzimi olup SOR’ un giderilmesinde anahtar rolii oynamaktadir. Se’ un lipit
peroksidasyonunu  baskilayarak hiicre zarmi koruyucu roliiniin yani sira,
antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemoterapdtik ajanlarla sinerjistik etkili oldugu ve
antineoblastik ilaglarin terapotik etkinligini artirdigi, sisplatin gibi sitotoksik ajanlarin
toksik yan etkilerini azalttig1 bildirilmistir [Ilio et al., 1987; Dai et al., 1999; Yang et al.,
2000]. Bizim c¢alismamizda da gii¢lii antioksidan etkisi bilinen Se’ un 0.5 ve 1 mg/kg’
lik dozlarmin 50, 100 ve 150 mg/kg CP nedenli bobrek hasarini 6nemli oranda
diizelttigi gézlenmistir.

GSH-Px aktivitesi i¢in gerekli bir metal olan selenyumun diyetle alinmamasinin,
sican bobreklerinde yapisal ve fonksiyonel hasara yol agmasi bobrek hastaliklarinda AO
enzimlerin dnemini gostermesi acisindan iyi bir deneysel model olmustur [Nath and
Paller, 1990].

Nath ve Paller (1990) iskemi-reperfiizyon modelinde selenyum ve vitamin E
diyetinden yoksun birakilan deney hayvanlarinda, yapisal ve fonksiyonel bdbrek
hasarin1 gostermis ayrica bu hayvanlarda yiiksek MDA seviyeleri tespit ederek,
kontrollerde hi¢ goriilmeyen mortalitenin diyetten yoksun birakilan siganlarda %50
seviyelerine ¢iktigini ortaya koymuslardir.

Diisiik doz ve yiiksek doz Se’ un diyette eksik ya da asir1 alinimi Keshan ve
Kashin Beck’s hastaliklarini igeren klinik belirtilere neden olmaktadir. Se eksikligi

semptomlari; kas agrilari, kilo kaybi, sa¢ ve deride pigment kaybi, tirnak yataklarinda
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beyazlamadir [Groff et al., 1995]. Se eksikligi diger elementlerle etkilesimden de
meydana gelebilir. Kursun (Pb) selenyum ile etkilesir ve elementin doku diizeyini
belirgin sekilde azaltir. Bu olaymn mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olmakla
birlikte, her iki elementin de siilfidril gruplarina baglaniyor olmasindan kaynaklandigina
iligkin goriigler 6ne siiriilmektedir. Goriinlise gore demir (Fe) ve bakir (Cu) da Se ile
etkileserek elementin dokuya alinimini inhibe etmektedir. Beden azalmig metiyonin
diizeyi ile kars1 karsiya kaldiginda bu agig1 beden proteinlerine Se baglayarak kapatir ve
bu da bedende erisilebilir serbest Se diizeyini diisiiriir [Burk et al., 1999].

Se normal biiylime ve hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan bir iz elementtir.
Hem eksikligi hem de fazlalig1 hastalik ya da toksisiteye neden olur ve eksikligi ile
toksisitesi arasindaki sinir ¢ok dardir. Se’ un besinsel gerekliligi hiicresel redoks
stireclerine katilan tiyoredoksin rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve diger birgok kritik
enzim ile iligkilidir. Bu selenoproteinler, memelilerde tiimoér gelisiminin
baskilanmasinda rol alir. Bu etkiyi hiicre dongiisiiniin redokslarini, biiylimeyi tesvik
eden transkripsiyon faktorlerini ve apoptozisini kontrol ederek yaparlar [Ramos et al.,

2004].

Se’ un verilmesi ile klinik bulgularin normale dénmesi selenyumun sitoprotektif
etkileri oldugu yoniindeki diisiinceleri giiclendirmektedir. Sicanlarla yapilan
calismalarda, selenyumun diyetle eksik alinmasinin normal siganlarin tiibiiler epitelinde
GSH-Px aktivitesinin azalmasina neden oldugu bildirilmektedir. Se’ un antikanser
roliine ek olarak, ¢esitli agir metallerin (Cd, Hb, Pb, Ar gibi) belirgin toksik etkilerine
kars1 dayaniklilik saglama yetenegi tespit edilmistir. Se’ un kadmiyum ile birlikte
uygulandigr deneysel bir calismada, kadmiyum tarafindan karaciger ve bdbrekte
olusturulan hasar Se tarafindan anlaml bir sekilde azaltilmistir [Khattab, 2007]. Insan
bas, boyun ve kolon karsinomu tagiyan geng farelere uygulanan antikanser ilaglara karsi
0.2 mg/kg Se’ un oldukca yiiksek bir koruyucu etki gosterdigi saptanmistir [Cao et al.,
2004]. Clayton ve Baumann, (1949) tarafindan yapilan bir calismada p-
aminoazobenzene maruz birakilan si¢anlardaki tiimdrlerin Se ile anlamli derecede

azaldig bildirilmistir.
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Bu calismada 50+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney gruplarinda 0.5 mg/kg Se,
GSH seviyesini %17 oraninda artirarak, bobrek dokusunda onemli derecede koruma
saglamistir. Bobrekteki bu koruma biiyiik olasilikla ACR’ nin neden oldugu serbest
radikal artisinin ve buna baglh olarak gelisen bobrek hasarimin Se varliginda GSH-Px
enzim aktivitesinin artirilarak serbest radikallerin 6nemli o6l¢iide yok edilmesiyle
aciklanabilir. Diger taraftan 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney gruplarinda, 0.5
mg/kg Se GSH seviyesini %10’ luk bir oranda artirmis olsa da koruma saglayamamastir.
1 mg/kg Se ise ayn1 dozdaki CP toksisitesini 0.5 mg/kg Se’ dan daha az korumakla
birlikte sadece 50 mg/kg CP alan deney grubundan daha iyi korumustur. Bu sonug,
diisiik doz CP ile birlikte diisiik doz Se (0.5 mg/kg) ve yiiksek doz CP ile birlikte ise
ylksek doz Se (1 mg/kg)’ un daha koruyucu oldugu anlamina gelebilir.

Wlodarczyk ve ark., (2000)’ nin hamsterlarda yaptiklar1 bir deneysel calismada;
diisiik dozda Se (1 mg/kg)’un kadmiyum nedenli gelisimsel toksisiteye karsi cok
koruyucu oldugu, buna karsilik daha ytliksek dozdaki Se (2 mg/kg)’ un bdyle ciddi bir
koruma saglamadigini belirlemislerdir. Se ’un yiiksek dozlarinin hayvanlarda bir
gelisim toksikanti oldugu ispatlanmigtir. Bizim c¢alismamizda da benzer sonuglar elde
edilmistir.

Bulgularimizda hi¢ bir grupta sitolojik olarak nekroz, kanama, 6dem, iltihabi
hiicre artig1, proksimal tiibiil hasar1 ve tiibiil liimeninde eozinofilik materyal birikimi
goriilmezken; Bowman kapsiilii araliginda daralma ve tiibiil hasarina rastlanmistir. 0.5
mg/kg Se 50 ve 100 mg/kg CP nedenli nefrotoksisitenin dnlenmesinde etkili olurken
150 mg/kg CP’ nin neden oldugu bobrek hasarinin 6nlenmesinde 1 mg/kg Se 0.5 mg/kg
Se’ a gore daha etkili olmustur. Ancak 50 mg/kg CP ile birlikte 0.5 mg/kg Se
kullanildiginda parametrelerin kontrol grubu ile ayni oldugu ve bdylece tam bir koruma
yaptig1 saptanmustir. Deneysel bulgularimiz bu dozlardaki Se’ un tek basina toksik

olmadigin1 géstermistir.

Bu gozlemlerden CP uygulamasimin toksik metabolitlerinden dolayr bdbrekte
oksidatif strese ve doku hasarina neden oldugu sonucunu ¢ikartmak miimkiindiir. CP’
nin her ti¢ dozu (50, 100 ve 150 mg/kg) ile birlikte kullanilan her iki doz (0.5 ve 1

mg/kg) Se bobregi onemli oranda korumustur. Bu durum Se’ un AO kapasiteyi
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artirarak CP’ nin toksik metabolitlerinin etkilerini ortadan kaldirdig1 seklinde

yorumlanabilir.

Sonuglarimiz literatiir bildirimleriyle uygunluk gdstermekle birlikte bu konuda

daha kapsamli arastirmalar yapilmasi gerektigine inaniyoruz.
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