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OZET

Siklofosfamid kanser tedavisinde kullamilan bir ilagtir ve normal hiicrelerde
metabolitleri sebebiyle toksisiteye neden olur. Alkilleyici bir ajan olan siklofosfamidin
yiiksek dozlarda kullanilmasi gereklidir. Ancak bu yaklagim hematoksisite, iirotoksisite
ve hepatotoksisite gibi yan etkilerden dolay1 kullanimi sinirhdir. Bu yan etkilerden
korunmak icin kanser tedavisi esnasinda bazi antioksidan maddeler toksisiteyi
engelleyebilir. Silimarin gibi antioksidan maddeler hiicre koruyucu ozellige sahiptirler.
Bu calismada; deney hayvanlarinda siklofosfamid (50, 100 ve 150 mg/kg dozlarda) ile
olusturulmus toksisitenin silimarin (100 ve 200 mg/kg dozlarda) ile olas1 koruyucu rolii

arastirildi.

Mevcut bu ¢alismada;
e [okosit, trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicrelerinde,
e Serum Alanin amino transferaz (ALT), Aspartat amino transferaz (AST) ve
Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinde,
e Karaciger Malondialdehid (MDA) seviyesinde,
e Karaciger katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerindeki

onemli degisiklikler arastirildi.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar silimarinin siklofosfamid kaynakli toksisiteyi

azaltabilecegi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, Oksitadif stres, Sican, Silimarin



SUMMARY

Cyclophosphamide is a widely used antineoplastic drug, which could cause
toxicity of the normal cells due to its toxic metabolites. As a alkylating agent,
cyclophosphamide has been proposed for high-dose therapy, however hematoxicity,
hepatoxitcity and urotoxicity are dose-limited side effects. To avoid these toxic side
effects, some antioxidant agents should detoxify during the cyclophosphamide
chemotherapy for neoplastic disorders. Antioxidant agents like silymarin has a
cytoprotective action. In this study, the possible protective role of silymarin (100 and
200 mg/kg body weight) towards the tissue defence system in the toxicity induced by
Cyclophosphamide (50, 100 and 150 mg/kg body weight) was studied in the

experimental rats.

The present this study, The significant (P<0, 05) alterations;

¢ in the numbers of leukocyte, thrombocyte, bone morrow nucleated cells,

® in the levels of enzymic [Alanine amino transferase (ALT), Aspartate
amino transferase (AST) and Lactate dehydrogenase (LDH)] of the
serum

¢ in the level of malondialdehyde (MDA) of the liver tissue,

e in the levels of enzymic [catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx)] of the liver tissue were investigated in the cyclophosphamide
toxicity. Also morphological analysis urinary bladder was performed by
observing the hemorrhagic cyctitis.

Results indicated that administration of silymarin can significantly

reduce the toxic side of cyclophosphamide.

Keywords: Cyclophosphamide, Oxidative stress, Rat, Silymarin
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1. GIRIS

Baz1 hastaliklarin etiyolojisi, serbest radikallerin baglattigi ve aracilik ettigi
olaylardaki gibi baz1 durumlarda belirginlesir. Bir serbest radikal bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron iceren atom ya da molekiildiir. Bu tip iiriinlerin ya da onlardan
tiireyen metabolitlerin olusumu bir seri koruyucu mekanizmalar ile memeli hiicrelerinde
kontrol edilir. Aksi taktirde bu serbest radikaller ya da bunlardan tiireyen metabolitler
hiicre zarn, protein ve niikleik asit iizerinde patolojik etkilerin ortaya ¢cikmasina neden

olur (Senthilkumar, et al., 2006).

Serbest radikaller paylasilmamis elektron iceren reaktif ve kisa Omiirlii
molekiillerdir. Bu molekiiller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak, hem de
ilaclarin ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisiyle olusabilmektedir. Serbest
radikallerin olusum hizi, bunlar1 etkisiz hale getiren savunma sistemlerinin hizi ile
dengede oldugu siirece, organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest
radikaller zararli olmaya baslar ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler (Kurt, et

al.,2005).

Antineoplastik kemoterapik bir ajan olan siklofosfamid alkilleyici bir kimyasal
ajandir ve en c¢ok kullanmilan antikanser ve immunosuppresant (bagisiklik sistemi
baskilayicisi) bir ilagtir. Siklofosfamid; akut ve kronik 16semi, meme kanseri, multitip
myeloma, lenfoma, romatid artit tedavisinde ve kemik iligi nakillerinde sik¢a kullanilir.
(Kumar, et al.,2004; Senthilkumar, et al., 2006). Antineoplastik kemoterapik ajanlar
genelde bir ya da daha fazla hedef dokuda sitotoksik etki olustururlar (Senthilkumar, et
al., 2006). Siklofosfamid yan etkileri ise baglica; hematopoietik depresyon, hemorajik

sistit, renal toksisitedir (Kumar, et al., 2004).

Siklofosfamidin iki aktif metaboliti fosforamid ve akroleindir. Siklofosfamidin
toksik etkisi aktif metaboliti olan akrolein ile ilgilidir. Akrolein doku antioksidan
savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda serbest radikal olusumuna yol acar.
Akrolein kaynakli olusan serbest radikaller; enzim, reseptdr, iyon pompalar1 gibi

molekiillerle birleserek onlarin fonksiyonlarini bozarlar (Senthilkumar, et al., 2006).



Son zamanlarda antineoplastik ilaglarin sitotoksik etkilerini en az diizeye
indirecek bitkisel kokenli ilaglarla ilgili ilging ¢alismalarin sayis1 giderek artmaktadir.
Bu konuda klasik yontem bitki kokenli ilaglarin immun sistemi koruma veya
diizenlenmesine dayalidir. Bu bitkisel kokenli ilaglarin kullanilmasinda antineoplastik
ajanlarin toksik etkilerinin azaltilmas1 veya ortadan kaldirilmasi 6nemli yer teskil eder

(Kumar, et al., 2004).

Kemoprotektif ve kanser koruyucu olarak silimarin kullammi ilk olarak
silimarinin antiradikal (antioksidan) potansiyelinin ve hiicre koruma 6zelliginin
olmasindan kaynaklanir. Silimarinin kemoprotektif etkileri sayesinde bir¢ok kimyasal
maddenin karsinojenik aktivitesini inhibe eder. Ayrica silimarin oldukg¢a giivenilir bir
maddedir ve su ana kadar neredeyse hi¢bir yan etkisi olmadigi bilinmektedir (Kren, et

al., 2005).

Biz de bu calismada deneysel olarak siklofosfamidle olusturulan oksidatif strese
kars1, antioksidan ozellikleri bilinen silimarinin ne derece koruyucu etkisi oldugunu

arastirmayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklofosfamid (Cyclophosphamide = CY)

Kanser tedavisinde en fazla kullanilan ilaglardan birisi olan siklofosfamid bir
oksazofosforindir. Bagisiklik baskilayici ve bir antitiimor ajan olan siklofosfamidin
onkosidal etki goOsterebilmesi icin metabolik olarak aktive edilmesi gerekir. Hem
humoral hem de hiicresel bagisikligin siklofosfamid ile baskilandigi bildirilmektedir.
Siklofosfamidin kanserostatik aktivitesi fosforamid mustard (FAM) olusumunu veren
‘hepatik mikrozomal karma fonksiyon oksidaz’ sistemi ile metabolizmasina baghdir.

Kimyasal yapis1 Sekil 2.1’ de gosterilmistir.

CH,—CH,—C1

CH,-CH,-Cl1

Sekil 2.1 Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro-2H-1,2,3—
oksazofosforin 2—oksit.

Siklofosfamid tarafindan olusturulan bagisiklik baskilayicilik ana ilagtan ziyade
onun metabolitlerinden kaynaklanmaktadir. P-450 monooksijenaz sisteminin etkisi
altinda sikofosfamid, 4-hidroksi siklofosfamide metabolize olur. Bu metabolit

enzimatik olmayan bir yolla aldofosfamide yeniden diizenlenir. Bu da FAM ve



akroleine ayrilir. FAM’ 1in DNA’ ya baglanarak hiicre boliinmesini baskiladigi,
siklofosfamidin bagisiklik baskilayici  ve antitimor etkilerine aract oldugu
diisiiniilmektedir. Ote yandan akrolein’ in 6nemli makromolekiillerinin sulfidril
gruplartyla cabucak reaksiyona girdigi boylece bagisikligin baskilanmasinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir.  Olusan ara {riinler veya son metabolitlerin; kanser
seciciligi, sistemik toksisite, mutajenite, teratojenite, genotoksisite ve kanserojenite gibi
farkli etkileri olabilecegi ileri siiriilmektedir. Siklofosfamidin metabolizmas: Sekil 2.2’
de gosterilmistir (Ayhanci, 1997).

Hem oral hem de parenteral olarak kullanilan sikofosfamid, hem hematolojik hem
de solid tiimoérlerin tedavisinde basarili bulunmustur.  Siklofosfamidin plazmada
yaritlanma Omrii 6,5 saattir. Parenteral veriliste aktif metabolitlerin plazma
konsantrasyon pikine ulasmasi 2-3 saat siirer. Siklofosfamidin kullanim alanlar

sunlardir;

Hodgkin dis1 lenfomalar
Cocuklarin akut lenfositik 16semisi
Kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri

Hodgkin hiicreleri

vV V V V V

Pediatrik solid tiimorler

Ayrica giicli bagisiklik baskilayict etki gostermesi nedeni ile Romatoid artrit,
cocuklarin Nefrotik sendromu, Behget hastalig1 ve diger bazi otoimmun hastaliklarda’
da kullanilmaktadir.

Cesitli deneysel ve klinik ¢alismalarda siklofosfamidin gonadal yetmezlik, renal
yetmezlik ve Ozellikle hemorajik sistit olusturdugu rapor edilmistir. Siklofosfamid
terapisi géren meme kanserli hastalarda cogu zaman amenore olugmaktadir. Erkeklerde
sik sik azospermi gelismektedir. Siklofosfamid, ovaryum folikiillerinde epitel doku i¢in
toksiktir.  Zira disi sicanlara 40 mg/100 gr siklofosfamid verildiginde ovaryum
folikiillerinin normal gelisiminin inhibe oldugu gozlenmistir. Siklofosfamid
spermatojenik epitelyumda da toksisite olusturmaktadir. Bir siklofosfamid metaboliti
olan akrolein de 3 — 10 mg/L arasindaki konsantrasyonlarinin 12 giinliikk fare

embriyosunda anormal gelismelere neden oldugu gézlenmistir (Ayhanci, 1997).
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Sekil 2.2 Siklofosfamidin metabolizmasi.

Siklofosfamid, emziren kadinlarda siite gecerek bebekte immunosupresyon,

gelisme geriligi ve karsinogenezis gibi toksik etkiler yapmaktadir.

Ayrica fizyolojik

olarak uygun olmayan antidiiiretik hormon salgisin1 arttirarak hipernatremiye yol acar.



Bu durum ise hemorojik olarak sistit riskini arttirir.  Siklofosfamid metaboltleri,
ozellikle akrolein, mesane mukozasi icin toksiktir. Erkek Swiss farelerde yapilan
deneysel calismalarda 200 mg/kg siklofosfamidin hemorajik sistit olusturdugu rapor
edilmistir. Siklofosfamidin insanlarda ve deney hayvanlarinda mesane kanseri yaptigi
yoniinde raporlarda bulunmaktadir. Siklofosfamidin kemik iligi mutajenitesi konusunda
yapilan c¢alismalar, bu maddenin insanlarda ve sicanlarda hematopoietik sistemde
kanserojen oldugunu gostermistir. Farelerde yapilan bir deneysel ¢alismada 100 mg/kg
intraperitonal siklofosfamid uygulamasinin hematopoietik sistemde tiimor gelisimini
uyardig1 gozlenmistir. Sigcanlarda yapilan diger bir deneysel calismada 20 ve 40 mg/kg
intraperitonal siklofosamid uygulamasmin dalakta ve kemik iliginde mutajen oldugu
gosterilmistir.  Hodgkin lenfomali hastalara siklofosfamid verildiginde, hastalarda

ireterik tiimorlerin gelistigi rapor edilmistir (Ayhanci, 1997).

2.2. Silimarinin Genel Ozellikleri

Silybum marianum L. Gaertn (devedikeni), Asteraceae familyasina ait bir bitkidir.
Silybum marianum L. tohumlari, karaciger ve safra kesesi hastaliklar1 ile toksin
zehirlenmelerine kars1 karacigeri korumada; ayn1 zamanda mantar zehirlenmeleri, yilan
sokmasi, bocek 1siriklart gibi  durumlarin tedavisinde de 2000 yildan beri
kullanilmaktadir. S. marianum L. tohumlarindan elde edilen ekstreleri bol miktarda
silimarin icermektedir. Kimyasal olarak silimarin (Sekil 2.) silibin (silibinin), izosilibin,
silikristin, silidianin ve dehidrosilibinin adi verilen izomer flavanolignanlardan
olugmaktadir (Ding et al., 2001). Silimarinin biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu
diisiiniilen temel bileseni silibindir ancak yapisinda bulunan diger flavano-lignanlarin da
bu biyolojik aktivitede rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Nencini et al., aricle in press).
Bu bitkinin aktif kismu silimarindir (Morazzoni, et al., 1995). Saflastirilmis ekstrakti,
silimarin flavonolignanlarin yaklasik %70-80 ini iceren S. marianum tohumlarindan
elde edilmistir ve yaklasik %20-30 oraninda kimyasal olarak belirlenmemis, cogunlukla
polimerik ve okside olmus polifenolik bilesiklerden olugmaktadir. Silimarin

kompleksinin asil eleman silibindir.



CH,OH

OCH,

OH

Sekil 2.3 Silimarin, kimyasal formiil.

Yaklagik 1:1 oraninda A ve B iki diastomer karigimi olan silibinin yan1 sira, diger
flavonolignanlarin biiylik miktarlar1 silimarin kompleksinde bulunmaktadir. Bunlar;
isosilybin, dehisrosilybin, silychristin, silydianin ve taksifolin gibi birkag
flovanoidlerdir (Simanek, et al., 2000). Ilave olarak, S. marianum’ un beyaz cicekli
varyeteleri, 3-deoksiflavonogilikanlari, silandrin, silimonin, silihermin ve neosilihermin
A ve B igerir. Deve dikeni siitiiniin ¢ok eski zamanlardan beri tanimlanan ve kullanilan
tipik uygulamalar, c¢ogunlukla gastrointestinal sistem (GIT) problemlerinde ve
karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Flora, et al., 1998, de Groot, et al.,
1998). Son zamanlarda, silimarin/silibin ve onlarin preparasyonlari alkol tiikketimi ile
iligkili ~ karaciger hastaliklari, kronik hepatit ve siroz tedavisi ile c¢evresel toksin
etkilerinin tedavisinde destekleyici olarak kullanilmaktadir (Blumenthal, et al., 1998,
Fraschini, et al., 2002, Simanek, et al., 2001 ).

Tibbi, farmakolojik ve bitki kimyas: ile ilgili literatiirlerde silimarin/silibin’in
etkileri iizerine birgok tartismadan soz edilmistir. Insan karaciger hastaliklarinda deve
dikeni siitiiniin etkinligi baslangicta belirlenemedi. Bu durum yayinlanan raporlarin ve
calisilan metotlarin bilimsel kalitesinden dolayi olabilir. Siklikla silimarinin muhtemel
faydalar1 karaciger fonksiyon testlerinde (baslica serum aminoalanintransferaz)
gosterilmistir.  Hayati ve diger kimyasal olciimlerde, pozitif ve negatif sonuglar
bildirilmistir. Etki mekanizmalari, deve dikeni siitiiniin optimal formiilasyonlar1 ve

terapinin siiresi belirlenememistir. Tartigmanin ana sebebi ve silimarinin etkilerinin



kesin olmamasi, caligmalarin bircogunda farkli silimarin preprasyonlarinin
kullanilmasidir. S. marianum tohumlarinin kaynagina bagl olarak cesitli silimarinlerin
bilesenlerinin oran belgelenmistir (Kren, et al., 2005). Silimarin in oldukca giivenli
oldugu diisiiniilir ve zit etkileri tizerine sadece birka¢ calisma vardir. Jacobs ve
arkadaglar1 yaptiklann meta analiz calismasinda yalnizca 3 ciddi zit etkiyi
gostermiglerdir.  Bunlardan biri, deve dikeni siitii igeren bitkisel formiilin bir
kombinasyonun, bir hastada gastroenterititis belirtilerine neden olmasidir. Diger ikisi
ise, S. marianum caymin sindirimden sonra anaflaktik reaksiyonun tanimlanmig
olmasidir(Jacobs, et al., 2002). Genel olarak Silibinin (ca 0.5 gr/1 H,O) diisiik
cOziinlirligiinden dolay1 iv vivo sartlarda onun toksik konsantrasyonlarina ulagmak
hemen hemen imkansizdir. Silibin ve iliskili flavanolignanlarin fizyolojik olarak asirt
konsantrasyonlarda in vitro olarak sitopkrom P450 (CYP) izoenzimlerinin katalitik
aktivitelerini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica silibinin CYP1A2 ve CYP3A, fiin
ekspresyonunu engellemedigi de gosterilmistir (Kosina, et al., 2005). Bu sonuclar, ilag-
ilag etkilesimlerinde silimarin kotii (zit) etkilerinin olmadigini gostermistir. Bununla
birlikte, silimarinin etki mekanizmalarinin ve zit etkilerinin detayl olarak agiklanmasi
icin iyi planlanmis klinik denemelere gereksinim vardir (Kren, et al., 2005).

Son yillarda, silimarin baska yarali etkilerinden dolay1 dikkat ¢ekmistir. Bu
etkileri, karacigeri koruma ve antioksidan etkileri ile dogrudan iligkili degildir. Bunlar,
cogunlukla diisiik kolesterol, kardiyoprotektivite, noroaktif ve néroprotektive aktiviteler
kadar kimyasallara karst koruma ve antikanser etkileri de igine almaktadir. Ayrica
silibin uygulama alanlar1 karaciger ve GIS in yan1 sira diger organ sistemlerini de
kapsamaktadir.  Silibin, adenokarsinomayi iceren cesitli prostat hastaliklarinin
tedavisinde, bobrek hastaliklarinda, akciger hastaliklarinin tedavisinde, gliseminin
dengelenmesinde ve pankreas hastaliklarinin tedavisinde de umut verici olarak
goriilmektedir. Bu, silibinin pek ¢ok yeni etkisinin kesfedilmesi ile baglantilidir.
Estrojenik aktivite, ilag tasiyicilarimin (P-glikoprotein) modiilasyonunu ve Ornegin
niiklear faktor NF-x B ‘nin baskilanmasi yolu ile DNA ekspresyonunun spesifik etkisi

gibi hiicresel ve molekiiler diizeyde tanimlanmustir (Kren, et al., 2005).



2.2.1. Kemoprotektif ve antikanser ajan olarak silimarin

Kemoprotektif ve kanser koruyucu ajan olarak silimarin uygulamasinda en 6nemli
neden silibin ve silimarinin antioksidan 6zellikte olmasidir. Bu yiizden hiicre koruyucu
etkisi vardir (Kren, et al., 2005).

Silibin/silimarin, koruyucu etkisi sayesinde bir¢ok kimyasalin karsinojenik
etkisini inhibe eder (Dorai, et al., 2004). Silibin, belirgin bir sekilde N-butil-N-(4-
hidroksibutil) nitrozaminin yol actifi mesane hasarlarini onemli ol¢iide azaltmistir
(Vinh, et al.,, 2002) . Ayrica; silibin, ratlarda azoksimetan ile olusturulan kolon
karsinogenezini onemli Ol¢iide azaltmistir (Kohno, et al., 2002). Silimarin bezoil
peroksit veya 12-O-tetradekanoilformol-13-asetat ile olusturulmus deri kanserini de
inhibe etmistir (Lahiri-Chatterjee, et al., 1999, Zhao, et al.,, 2000 ). Yine, silibinin
karsinogenez ya da kanser hiicrelerinin ¢ogalma asamasinda gorev alan reseptorler
izerinde etkisi vardir. Silibinin, hiicre uyar1 ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol
oynadig1 gozlemlenmistir (Dorai, et al., 2004, Ahmad, et al., 1998, Singh et al., 2002).
Insan prostat karsinomasinda, silimarin mitojenik sinyal yollarin1 inhibe eder ve hiicre
dongiisii diizenleyicilerinin etki yollarm degistirerek ( Zi, et al., 1999) androjenden
bagimsiz prostat karsinoma hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ederek onlarin 6liimiine yol
acar (Bhatia, et al., 2001).

Silibinin bir diger tiimor inhibisyonunun mekanizmasi ise; insiiliin-benzeri
biiytime faktorii baglayici protein- 3’{in olusmasinda belirlenmistir. Hem silimarin hem
de silibin prostat kanseri LNCaP hiicre dizisinde anti-androjenik aktiviteye neden
olmustur (Zhu, et al., 2001, Thelen, et al., 2004). Silibin/silimarin’in anti-androjenik
aktivitesi, insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde tanimlanmis olup, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) azalmasi silimarin/ silibin dozuna baglidir. Bu

sonuclar daha sonra insan ovaryum kanserinde de dogrulanmistir ( Kren, et al., 2005).
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2.2.2. Kanser tedavisinde silimarin

Silibinin ve tiirevlerinin bilinen en O©Onemli Ozelliklerinden biri, antikanser
aktivitesidir. Burada; silibin, kemoterapotikler tarafindan olusturulan oksidatif strese
kars1 dokular1 korumada bir antioksidan olarak etki etmesinin yan1 sira karacigeri de
korur (Ladas, et al., 2003).

Laboratuar ¢alismalarinda silibin ve silimarinin kimyasal tedavi sirasinda yan
etkilerinin olmadig1 gozlemlenmistir. ~ Invernizzi ve arkadaslarinin yapti§1 bir
calismada; Polimiyelotik 16semili 34 yasindaki bir kadinda silimarin kullanilmigtir. 18
ay boyunca Metateraksat ve 6-merkaptopiirin ile yapilan kemoterapik tedavi sirasinda
karacigerde doza bagh olarak hasarlar olugsmustur. Daha sonra hastaya 4 ay siiresince
bu ilaglara ek olarak 800 mg silimarin uygulandiginda hastanin karacigerinde
aminotransferaz seviyeleri normale donmiistiir ( Kren, et al., 2005).

Cisplatin ile olusturulmus nefrotoksisiteye kars silibinin koruyucu oldugu ratlarda
gosterilmistir. Cisplatinden once silibin infizyonu, bobrek tiibiiler toksisitesinde ve
glomerularda belirgin bir azalma ortaya cikartmistir. Silibin ile ortak verilen 4-
Hidroperoksifosfomid ve cisplatinin anti tiimor aktivitesinin inhibisyonu, ii¢ insan testis
kanser hiicre dizisi ile in vitro sartlarda gosterilmistir (Bokemeyer, et al., 1996).

Bobrek tiibiiler epitel hiicre (LLC-PK1) kiiltiiriindeki cisplatin toksitesi kuersetin
ile yapilan 6n tedavi ile kismen azaltilmistir. Fakat test edilen diger flavonoidler
(katesin, silibin, rutin) ile etkili olmamistir (Kuhlmann, et al., 1998). Silibinin, hem
Ostrojen bagimli hem de bagimsiz insan gogiis kanser hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-
MB468) doksorubisin, cisplatin ve karboplatinin terapotik potansiyelini arttirdigi
belirlenmistir. Bu dort ajanin her biri tek basina test edildiginde, doza ve zamana bagl
olarak her iki hiicre dizisinde de biiyiimenin inhibe edildigi goriilmiistiir. Bu dort
ajanin, bilylimeyi inhibe edici etkilerine bagh olarak, silibin (25-100 uM) ile
doksorubisinin (10-75 nM), cisplatin (0,2-2 pug/ml) veya karboplatinin (2-20 pg/ml)
bircok kombinasyonu ile hiicre bilylimesinin inhibisyonu ve apoptik oliimdeki
sinerjistik etkileri degerlendirilmistir. Hiicre biiyiimesinin inhibisyonunda en giiclii
sinerjistik etkiler, her iki hiicre dizisinde de 100 uM silibin ve 25nM doksorubisin

dozunda olmustur (Tyagi, et al., 2003).
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3. MATERYAL VE METOD

Deneysel calismamizin tamami; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen- Edebiyat

Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlari

Deneysel calismamizda 180-220 gram agirhikta saglikli, 3-4 aylik, Spraque
Dawley cinsi, albino, disi sicanlar kullanildi. Tim deney hayvanlar1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Deney Hayvanlari
iiretim laboratuvarindan temin edildi. Deney hayvanlart deney siiresince 12:12
aydinlik/ karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22 °C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda yasatildi. Deney siirecinde tiim sicanlar polikarbonat seffaf

kafeslerde standart sican yemi ile beslendi ve ¢cesme suyu verildi.

3.2. Deney Gruplari

Deney hayvanlar arasindan rasgele secimle her birinde n=8" er sican olmak iizere

toplam 10 grup olusturuldu (Cizelge 3.1). Bunlar;

Grup 1 (Kontrol): Bu grup deney hayvanlari deney siiresince sadece sican yemi ile
beslendi. Bu grup deney hayvanlarina oral ya da intraperitonal olarak hicbir

uygulama yapilmadi.

Grup 2 (50 mg/kg CY): Bu grup hayvanlara deney siiresince sadece sican yemi ile
beslendi. Diseksiyondan 3 giin 6nce 50 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal

olarak uygulandi ve 3. giiniin sonunda diseksiyon gerceklestirildi.



12

Grup 3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile her
hayvana giinliikk 100 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 50 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi.

Grup 4 ( 50 mg/kg CY + 200 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile her
hayvana giinliikk 200 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 50 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi

Grup 5 (100 mg/kg CY): Bu grup hayvanlar deney siiresince sadece si¢can yemi ile
beslendi. Diseksiyondan 3 giin 6nce 100 mg/kg siklofosfamid tek doz

intraperitonal olarak uygulandi ve 3. giiniin sonunda diseksiyon gergeklestirildi.

Grup 6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile
her hayvana giinliik 100 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 100 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi.

Grup 7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile
her hayvana giinliik 200 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 100 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi.

Grup 8 (150 mg/kg CY): Bu grup hayvanlara deney siiresince sadece sican yemi ile
beslendi. Diseksiyondan 3 giin 6nce 150 mg/kg siklofosfamid tek doz

intraperitonal olarak uygulandi ve 3. giiniin sonunda diseksiyon gergeklestirildi

Grup 9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile
her hayvana giinliik 100 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 150 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi.

Grup 10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S): Bu grup deney hayvanlarina 7 giin siire ile
her hayvana giinliik 200 mg/kg silimarin oral yolla verildi ve diseksiyondan 3 giin

once 150 mg/kg siklofosfamid tek doz intraperitonal olarak uygulandi.
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Cizelge 3.1 Uygulanan siklofosfamid ve silimarinin gruplara gore dagilimi.

50 100 150 100 200
Gruplar mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mgkg
CY CY CYy S S
1 (Kontrol)
2 (50 mg/kg CY) +
3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) + +
4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) + ¥
5 (100 mg/kg CY) +
6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) + +
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) + +
8 (150 mg/kg CY) +
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) + +
10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S) + +

3.3. Siklofosfamid ve Silimarin Uygulamasi

Deneyde 2, 3, 4., 5., 6., 7., 8., 9. ve 10. gruplara tek doz intraperitonal olarak

uygulanan

siklofosfamid Sigma’dan

temin edildi

(CYCLOPHOSPHAMIDE

Monohydrate Katalog no: C-7397). Deneylerimizde siklofosfamidin (CY) ii¢ farkli
dozu (50, 100, 150 mg/kg) uygulandi.

Deneyde 2., 3., 5., 6., 8., 9., 11. ve 12. guplara oral olarak uygulanan silimarin

ise ticari olarak Sigma’dan temin edildi (Katalog no: S0292).

Silimarinin (S) iki farkli dozu (100 ve 200 mg/kg) uygulandi.

Deneylerimizde
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3.4. Deney Hayvanlarindan Cahsilacak Orneklerin Almmasi

Deney bitiminde, tiim sicanlarin etik kurallara uygun olarak eter anestezisi altinda
toraksi agilip ventrikiile enjektorle girilerek kalp kani, yapilacak isleme gore, normal ve

EDTA'L tiiplere alindi.

Bunlara ilave olarak histolojik degerlendirme igin tiim sicanlardan alinan
mesaneler %10 tamponlanmis notral formaline konuldu. Bu 6rneklerden rutin histolojik
preparat hazirlama yontemi ile mesane doku preparatlar1 hazirlandi, 151k mikroskobunda
degerlendirilip fotograflandi. Ayrica bir kisim karaciger 6rnegi, Malondialdehid diizeyi,
katalaz ve Glutatyon peroksidaz aktivitesi Ol¢iimiinde gerekli olan homojenat
orneklerinin hazirlanmasi igin -80 °C’de saklandi. Daha sonra hazirlanan homojenat

orneklerinden yukarida belirtilen l¢timler spektrofotometrik olarak yapildi.

3.5. Kan ve Kemik iligi

Kan ornekleri EDTA’l tiiplere koyularak, Hemavet 850 marka ve model kan
sayim cihazinin sican kalibrasyonunda sayimi yapildi. Kalan kismindan ise Eppendorf
Centrifuge 5804 R marka ve model cihaz ile 10 dakika 3000 rpm devirde
santrifiijlenerek serumlar elde edildi (Sanz, et al., 1998; Aktay, et al., 2000; Theocharis,
et al., 2001). Polietilen tiiplere aktarilan serum 6rnekleri biyokimyasal analizler igin
-80 °C derin dondurucuda korundu (Furuta, et al., 2000).

Karaciger hiicrelerinin olas1 fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum Orneklerinde aspartat aminotranferaz (AST) ve alanin
aminotrasferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin seviyeleri belirlendi
(Aoki, et al., 2001; Kaya, et al., 2002). ALT, AST ve LDH o&l¢iimleri HITACHI-917
oto analizorii ile Human (Human Gesellschaft fiir Biochemica und Diagnostica mbH,

Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanilarak yapildi.
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Deney hayvanina ait femural kemik iligi 5 mL serum fizyolojik ile ¢ikarilarak
pipetaj yoluyla dagilmasi saglandi. Tiipler i¢indeki 6rnekler 5 dakika 3000 rpm devirde
santrifiijlenerek siipernatantinin 3 mL’ si alinarak atilip, kalan kism ise calkalanip kan

sayim cihaziyla kemik iligi hiicrelerinin sayimi yapildi (Ayhanci, 1997).

3.6. Total Protein Olciimii

Dokularin total protein miktar1 Biiiret yontemine gore hazirlanmis total protein
kiti (Bio-Clinica) ile ol¢iildii. Peptid, polipeptid ve proteinler i¢in Biiiret reaksiyonu
spesifiktir. Iki degerlikli bakir iyonu, alkali ortamda peptid baglar1 ile mor renkli bir
kompleks olusturur. Ornekler spektrofotometrede reaktif koriine karsi okundu. Olgiim

igin;

1) Bir kor tiipii, bir standart tiipli ve 6rnek sayis1 kadar da test tiipii hazirland1 ve
numaralandirildi.

2) Kor tiipiine; 1000 pl reaktif. Standart tiiptine; 20 pl standart ve 1000 pl reaktif.
Test tiiptine; 20 pl 6rnek ve 1000 pl reaktif ilave edildi.

3) Tiipler karistirild1 ve 20-25 °C’de 5 dakika beklendi.

4) 546 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii.

5) Orneklerin total protein konsantrasyonu asagidaki formiile gore hesaplandi.

6)

A ornek
Comek=—— X C standart (g/dl)
A standart

C= Konsantrasyon

Bu olciim degerleri homojenatta, katalaz aktivitesi ile MDA diizeyi

hesaplanmasinda kullanildi.
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3.7. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olciimii

Y

ontemin amaci; lipit peroksidasyonu son iiriinlerinden bir tanesi olan MDA’ nin

tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (Uchima ve

Mihara, 1978).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Homojenat Hazirlanmasi:
Ornek sayis1 kadar tiip alinarak numaralandh.
Yaklagik 0,4 g agirhiginda karaciger doku drnekleri alindi.
Alman ornekler SF ile yikandi.
Buz dolu bir kap icinde tiipe gecirildi.

Tiip i¢indeki ornekler daha sonra %1 KCI cozeltisi kullanilarak homojenize

edildi.

Buz dolu bir kap icindeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizator cihazinda 8000

devirde 10 vuruda homojenize edildi.

Daha sonra sogutmali santrifiijde +4 °C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

Ustte toplanan siipernatant kismi ayri bir viale almarak 6l¢iimde kullanilda.
Ayni giin i¢inde Sl¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra 6l¢iim yapilacaksa —

70 °C derin dondurucuda saklandi.
Cozeltiler:

% 1 Fosforik asit ¢ozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye

tamamlandi.

% 0.6 TBA (Tiyobarbitiirik asit) ¢ozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda ¢oziindiiriildii.



1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

1)
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Spektrofotometrede Olgiim:
Her 6l¢iimde bir blank ve ornek tiipleri hazirlandi.

Blank tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi,
ornek tiipiine; 0.5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

ilave edildi.

Blank ve 6rnek tiipleri bir beherde su i¢inde 45 dk. kaynatildi.
Tiipler soguduktan sonra i¢lerine 4 ml butanol ilave edildi.
3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Olgiim icin siipernatant alindi.

Spektrofotometre 532 nm'ye getirildikten sonra, distile su ile sifirlanarak,

blank ve ornek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.
Sonucun Hesaplanmasi:

Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi icin; lipit peroksit standard (1.1.3.3.

tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirland1 (Sekil 3.1.).

2-) Standart egrisinin hazirlanmasi:

- Blank tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

konuldu.

- Standart tiiplerine; 0.5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik asit

cozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi ve 532 nm'de absorbanslar okundu.
Okunan absorbanslarla, konsantrasyon degerleri milimetrik kagit iizerinde
yerlestirilerek standart egrisi ¢izildi. Standart egrisinde, spektrofotometreden
okunan absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon degerleri okundu

(Sekil 3.1.).
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Birimi nmol/ml olan MDA konsantrasyonu, homojenatta nmol/g yas doku olarak

verildi.

08 +
06 +
04 +

Absorbans

02 —+

Konsantrasyon (MDA nmol/ml)

Sekil 3.1 MDA standart egrisi.

3.8. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan
hidrojen peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanan

Olctimler sonucu belirlendi (Goth, 1991).

Homojenat Hazirlanmasi:
1) Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaraland.
2) Yaklasik 0,4 g agirliginda karaciger doku ornekleri alindi.

3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.



4)

5)

6)

7)

8)

1)

2)

3)
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Buz dolu bir kap i¢inde tiipe gecirildi.

Daha sonra tiip igindeki ornekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu ile

homojenize edildi.
Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:
1. KH,PO, den 9,08 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (A).
2. Na,HPO,’den 11.88 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (B).

3. Daha sonra 3.3 ml A ¢ozeltisinden alinarak B cozeltisi ile 100 ml’ye

tamamlandi ve pH = 8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.

Buz dolu bir kap icindeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizator cihazinda 8000

devirde 10 vuruda homojenize edildi.

Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

Ustte toplanan siipernatant ayr1 bir viale aliarak 6lgiimde kullanildi. Ayni giin
icinde ol¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra dl¢iim yapilacaksa —80 °C

derin dondurucuda saklandi.

Cozeltiler:

Substrat ¢ozeltisi: %30 H,O; den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml ye

tamamlanip pH: 7,4 ayarlandu.

32,4 mmol/l amonyum molibdat (NH4)sM070,4 4H,0) ¢6zeltisi: Bunun icin,
8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Her zaman
taze olarak kullamldi ve kisa siireli beklemelerde ¢okelti olusmussa Ol¢iim

yapilmadan 6nce ¢6zelti vortekslendi.

Tampon ¢ozeltisi:
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A) 4,08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

B) 8,04 g Na,HPO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

Daha sonra (A) c¢ozeltisinden 3,3 ml alinarak (B) cozeltisi ile 100 ml ye

tamamland1 ve pH=7,4’e ayarlandi.

1y

2)

3)

4)

5)
6)
7

Spektrofotometrede Ol¢iim:

Her bir 6rnek tiipii i¢in bir blank tiipii (blank 1, B1) hazirlandi ve tiipler
numaralandi.
Blank (B1) tiiplerine; 37 °C de su banyosu i¢inde 1 ml substrat ve 0,2 ml

hemolizat ilave edilerek baglatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum molibdat
¢ozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu.

Ornek tiiplerine ise; 1 ml substrat ve 0,2 ml hemolizat konarak, 37 °C de 60
saniyelik inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml amonyum
molibdat ¢6zeltisi ilavesiyle durduruldu.

Ornek tiiplerinin inkiibasyonu igin 60 saniyelik bekleme siiresi icinde blank 2
(B2) ve blank 3 (B3) tiipleri hazirlandu.

Blank 2 tiipiine; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave edildi.
Blank 3 tiipiine; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon, ilave edildi.
Spektrofotometre 405 nm de distile suyla sifirlandiktan sonra B2 ve B3
tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank (B1) tiipleri

ve arkasindan Ornek tiiplerinin absorbanslari okundu.

Sonucun Hesaplanmasi:

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonuclar;

homojenatta KU/g protein olarak bulundu.
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Ornek —Blank(B,)

Katalaz aktivitesi = x 271

Blank 2(B;) — Blank 3(B3)

3.9. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi ()l(;iimii

Hiicresel glutatyon peroksidaz aktivite Ol¢limii icin (CALBIOCHEM®)
(Katalog No: 354104) kiti kullanilda.

Olciim Prensibi:

Kit indirek olarak GPx aktivitesini Olcer. GPx ortamdaki organik peroksit
varliginda rediikte glutatyon GSH’1 okside glutatyona (GSSG) doniistiiriir. Daha sonra
disaridan ortama eklenen NADPH ve GR ile okside glutatyon tekrar redukte glutatyona
déniismekte, boylece GSH derisimi sabit tutulmaktadir'”. Olusan kimyasal tepkimede
NADPH’in NADP’ye doniismesi esnasinda spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda
absorbanstaki azalma izlenerek okside glutatyon olusum hiz1 dl¢giilmiis ve GPx enzim

aktivitesi hesaplanmaistir.

GPx
R-O-O-H + 2 GSH > R-OH +GSSG + H.,0
(D

GR
GSSG+NADPH+H"_—_—,  2GSH + NADP"



1)
2)
3)

4)

5)

6)
7
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Homojenat Hazirlanmasi:

Ornek sayisi kadar tiip alindi ve numaralandi.

Her hayvandan ortalama 1 g kadar karaciger dokusu alindu.

Alman doku parcast 0.16 mg/ml heparin iceren %0,9 NaCl soliisyonunda
yikanarak kirmizi kan hiicreleri ve pthtidan uzaklagtirildi.

4-8 mI’lik soguk buffer ilave edilen tiip i¢indeki doku buz dolu bir kap icinde,
homojenizator cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

+4 °C’de 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

Toplanan siipernatant kismi1 6l¢iimde kullanildi.

8) Aym giin i¢inde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra 6l¢iim yapilacaksa

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7

8)

9)

—80 °C derin dondurucuda saklandu.

Olciim Yontemi:

Giinliik kullanilacak buffer miktar1 belirlendi.

Her biri 20 testlik NADPH reagent sisesi 7,5 ml buffer ile sulandirildi.
Tert-butil hidroperoksit substrat1 deiyonize su ile dilue edildi (% 0.007).

Bu ii¢ soliisyon 23-25°C arasindaki sicaklifa getirildi. Artan soliisyon
kesinlikle tekrar kullanilmadi.

Spektrofotometre 340 nm’ye ayarlanip distile su ile sifirlandi.

Ornekler 6lciimden hemen once buffer ile 1-10 seklinde sulandirildi.

Bir blank tiipii ve herbir 6rnek i¢in ayn test tiipleri hazirlanarak numaralandi.
Blank tiipiine konan 350 pl buffer iizerine 70 pl distile su ve 350 ul NADPH
reagent ilave edildi.

Herbir ornek tiipiine tek tek olciilecek sekilde 350 ul buffer, 350 ul NADPH
reagent ve 70 pl dilue edilmis 6rnek ilave edildi.

Olciim kiivetine alinan 6rnek spektrofotometreye yerlestirildi.

10) 350 pl dilue edilmis tert-butil hidroperoksit substrat1 otomatik pipetle cekilip

birakilarak eklendi. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi.
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11)340 nm’de her 30 sn’de bir absorbans Ol¢iimii otomatik olarak
spektrofotometrenin  kayit sistemi kullamilarak 3 dakikanin iizerinde

kaydedildi.

A340 nm’de t=0 zamanda absorbans< 0,8 olup olmadigina bakildi. Boyle bir

durum goriildiigiinde NADPH reagent vialinin yeniden hazirlanmasina dikkat edildi.

Sonucun Hesaplanmasi:

Her 30 saniyede bir A340 da ornek ve blankin azalan orani hesaplandi. A340’da
egim hesaplanip Ornek oranindan blank oranmnin farki alinip net oran (A340/dk)

hesaplandi.
ImU/ml = Inmol NADPH/dk/ml = (A340/dk) / 0,00622
= Bulunan deger x 16
=mU/ml

Homojenat i¢in bu deger mU/ml olarak verildi.

3.10. Mesane Preparatlariin Hazirlanmasi

Hayvanlardan alinan doku 6rneklerinden her biri tespit i¢cin % 10 tamponlanmig
notral formalin soliisyonunda 24-48 saat tespit edildi. Asagidaki gibi doku takibi

yapilarak mikroskopta incelenmek iizere preparatlar hazirlandi.

1) Yikama: Dokular 1 saat akan cesme suyunda yikanarak formalin

kalintilarindan arindirildi.
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2) Dehidratasyon (dokularin suyunun alinmasi): Dokular yikama isleminden

sonra artan derecelerdeki alkol serilerinden gegirilerek sertlesmeleri

saglandi.

70 ° alkol - 60 dk.
80 ° alkol — 60 dk.
90 ° alkol (I) - 60 dk.
90 ° alkol (II) - 60 dk.
96 ° alkol (I) — 60 dk.

96 ° alkol (I)  — 75 dk.
Absolii alkol (I) — 60 dk.

Absolii alkol (IT) — 75 dk.
3) Seffaflastirma:

Ksilol (I) - 30 dk.
Ksilol (II) —30 dk.
Ksilol (III) - 30 dk.

4) Parafin infiltrasyonu:

Parafin (I) - 30 dk.
Parafin (I) - 60 dk.
Parafin (III) — 75 dk. bekletildi.

5) Gomme: Dokular parafin i¢ine gomiilerek, blok haline getirildi.

c. Kesitlerin Alinmasi

1) Mikrotom yardim ile bloklanmis dokulardan 5 pm kalinlifinda kesitler

alind1.

2) Kesitler sicak su banyosuna alinarak (37 °C) agilmalar1 saglandi .
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3) Daha sonra kesitler poly-L-lysinli lamlara alindi.

4) Kesitler lam tasima sepetleri i¢inde 60°C’lik etiivde 2 saat bekletilerek

parafinin erimesi saglandi.

5) Dabha sonra kesitler ksilol serilerinden gegirilerek deparafinize edildi.
Ksilol (I) - 30 dk.
Ksilol (II) - 30 dk.
Ksilol (IIT) - 30 dk.

Deparafinize islemi tamamlanmis kesitlere, genel histolojik yapinin

gozlenebilmesi icin hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi.

yapildi.

Hematoksilen-Eozin Boyama Y ontemi:

1) Kesitler azalan dereceli alkol serisinden gegirilerek hidratasyon islemi

Absolii alkol -1 dk.

Absolii alkol -1 dk.
96° alkol (I) -1 dk.
96° alkol (IT) -1 dk.
90° alkol -1 dk.
80° alkol -1 dk.
70° alkol -1 dk.

2) Kesitler akan ¢esme suyunda 2 dk yikandu.

3) Kesitler hematoksilen soliisyonunda 3 dk. boyandi.

4) Kesitler akan ¢esme suyunda 2 dk yikandi.
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5) Kesitler Eozin soliisyonunda 2 dk. boyandi.

6) Kesitler artan dereceli alkol serisinden gegirildi (dehidratasyon islemi)

60 ° alkol - 1dk.
80  alkol —1dk.
90 ° alkol - 1dk.
96 ° alkol (I) —1dk.

96 °alkol (I) -1 dk.
Absolii alkol (I) — 1 dk.
Absolii alkol (II) — 1 dk.

7) Seffaflastirma islemi: Kesitler ksilolde seffaflastirildi

Ksilol (I) — 1 dk.
Ksilol (I) — 1 dk.
Ksilol (IIT) — 1 dk.

8) Kesitler entellan ile kapatildi. Bdylece hazirlanan preparatlarda, dokunun
lam ve lamel arasinda hava almadan uzun bir siire saklanabilmesi

sagland1 (Kurt, 2003).

3.11. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 12.0
for Windows- Paired-Samples T test” versiyonu bilgisayar paket programi kullanildi.
Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (P) olarak ortaya c¢ikan deney
gruplan arasindaki farklar; P>0.05 fark yok, P<0.05 fark var; P<0.01 6nemli fark var

ve P<0.001 ileri derecede 6nemli fark var olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

Yapilan bu ¢alisma sonunda elde edilen bulgularlar birkac¢ boliimde sunulacaktir.

4.1. Kan Sayimina Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu c¢alismada oncelikle 16kosit, eritrosit, trombosit ve kemik iligi cekirdekli

hiicrelerinin, deneyde kullanilan ilaclarla etkilesimi tartigilmistir.

4.1.1. Lokosit (WBC) sayimina ait bulgular ve istatistiksel degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait 16kosit (WBC) sayim sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeleri

karsilagtirmali olarak Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 ‘de 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda 16kosit sayisinda diisiis gézlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S
karsilastirildiginda 16kosit sayisinda diisiis gdzlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirildiginda 16kosit sayisinda diisiis gdzlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda I6kosit
sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir (p<0,05).
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50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda I6kosit
sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir (p<0,05).

50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda karsilastrildiginda 16kosit sayimi bakimindan istatistiksel olarak bir
fark gozlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Iokosit sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Iokosit sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda I6kosit sayimi bakimindan istatistiksel olarak
bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Iokosit sayisinda bir artis gdzlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak onemli bir
fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Iokosit sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda 16kosit sayimi bakimindan istatistiksel olarak

bir fark gozlenmemistir (p>0.05).
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Cizelge 4.1 Kontrol ve deney gruplarina ait 16kosit (WBC) sayim sonuglari ve
istatistiksel degerlendirmeleri.

Lokosit (WBC) Paired-Samples T test

Gruplar n K/uL Karsilastirma yapilan grup
(Ort + St. Hata) /
p degeri

Grup?2 /0,000 ***

1 (Kontrol) 8 5,86£0,64  |Grup5 /0,000 ***
Grup8 /0,000 ***

2 (50 mg/kg CY) 8 1,75+0,17

3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 1,94+0,25 Grup2 /0,019 *
Grup?2 /0,032 *

4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8 2,02+0,20
Grup3 /0,394 ™

5 (100 mg/kg CY) 8 0,60£0,14

6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 0,91+0,26 Grup5 /0,012 *
Grup5 /0,031%*

7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8 0,82+0,22
Grup6 /0,277 ™

8 (150 mg/kg CY) 8 0,34+0,05

9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 0,52+0,01  |Grup8 /0,003 **
Grup8 /0,01 *

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8 0,48+0,09 ,
Grup9 /0,581"™

k sk

ns ES koK *
Paired-Samples T testi; P>0.05 ;P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

ns * sksk ek
( :fark yok), ( :fark var), ( : Onemli fark var), ( : ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.1 Kontrol ve deney gruplarinin Lokosit (WBC) diizeyleri.
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4.1.2. Trombosit (PLT) Saymmina Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4, 6,
7, 9 ve 10) ait trombosit (PLT) sayim sonuclar ve istatistiksel degerlendirmeleri

karsilagtirmali olarak Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2’ de 6zet olarak verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
kargilastirildiginda trombosit sayisinda diisis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5
karsilastirildiginda trombosit sayisinda diisiis gozlenmistir. Bu  disiis
istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirildiginda trombosit sayisinda diisiis gozlenmistir. Bu  disiis
istatistiksel olarak ileri derecede Onemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
trombosit sayisinda bir artis gdzlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
trombosit sayisinda bir artis gdzlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda kargilastrildiginda trombosit sayim1 bakimindan istatistiksel olarak bir

fark goézlenmemistir (p>0.05)
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100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirldiginda
trombosit sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda trombosit sayimi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirldiginda
trombosit sayisinda bir artis gdzlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
trombosit sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda trombosit sayimi bakimindan istatistiksel

olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)



Cizelge 4.2 Kontrol ve deney gruplarina ait trombosit (PLT) sayim sonuglar ve

istatistiksel degerlendirmeleri.

Paired-Samples T test

Trombosit (PLT)
Karsilastirma yapilan
Gruplar K/pL erup
(Ort * St. Hata) /
p degeri
959,87166,03 Grup2 /0,000 ***
1 (Kontrol) Grup5 /0,000 ***

Grup8 /0,000 #**

2 (50 mg/kg CY)

724,37+32,82

3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

782,75+41,71

Grup2 /0,039 *

4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

789,00£74,27

Grup2 /0,037 *
Grup3 /0,870 ™

5 (100 mg/kg CY)

619,87£34,41

6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

662,50£37,38

Grup5 /0,048 *

7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

658,12£39,52

Grup5 /0,064 ™
Grup6 /0,824 ™

8 (150 mg/kg CY)

486,251+33,13

9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

576,25%£51,78

Grup8 /0,013 *

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

539,374£39,57

Grup8 /0,033 *
Grup9 /0,166 ™

("™: fark yok), (

ES
Paired-Samples T testi; P>0.05 ns : P<0.05 ; P<0.01

* *

£
: fark var), ( : 6nemli fark var), (

* %k

deskok

k ok ok

; P<0.001

: ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.2 Kontrol ve deney gruplarinin Trombosit (PLT) diizeyleri.
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4.2. Kemik 1iligi Cekirdekli Hiicre Sayimma Ait Bulgular ve Istatistiksel

Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7,9 ve 10) ait kemik iligi ¢ekirdekli hiicre (BONE) sayim sonuclari ve istatistiksel
degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.” te 6zet olarak

verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda diisiis gézlenmistir.
Bu diisiis istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S
karsilastirildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda diisiis gozlenmistir.
Bu diisiis istatistiksel olarak ileri derecede Onemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirlldiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda diisiis gézlenmistir.
Bu diisiis istatistiksel olarak ileri derecede Onemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
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arasinda karsilastrildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayis1 bakimindan
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S ile karsilastirildiginda kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastinldiginda kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda kemik
iligi cekirdekli hiicre sayisinda bir artis goézlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda kemik
iligi ¢ekirdekli hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. Bu artis ileri derecede
onemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda kemik iligi cekirdekli hiicre sayisi

bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)



Cizelge 4.3 Kontrol ve deney gruplarina ait kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayim
sonuclar ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Kemik iligi Paired-Samples T test
(BONE)
Karsilastirma yapilan
n
Gruplar K/pL grup
(Ort + St. Hata) /
p degeri
18,73£1,16  (Grup2 / 0,000 **3*
1 (Kontrol) 8 Grup5 /0,000 *#*
Grup8 /0,000 ***
2 (50 mg/kg CY) 8 4,38%+0,60

3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 10,98£1,20 |Grup2 /0,000 ***
9,87+£1,22  |Grup2 /0,000 ***
Grup3 /0,129 ™

4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8

5 (100 mg/kg CY) 8 1,2840,26

6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 3,01+0,28  |Grup5 /0,000 ***

2,8240,26  |Grup5 /0,000 ***

7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8
g gre Grup6 /0,063 ™

8 (150 mg/kg CY) 8 1,24+0,35

9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 2,21+0,17  |Grup8 /0,000 ***

2,3140,21  |Grup8 /0,000 **

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8 ]
o v Grup9 /0,431 ™

k sk

ns * k ok *k
Paired-Samples T testi; P>0.05 ; P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

ns %k sk sk
( :fark yok), ( :fark var), ( :Onemli fark var), ( : ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.3 Kontrol ve deney gruplarinin kemik iligi cekirdekli hiicre (BONE)

diizeyleri.
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4.3. Serum Biyokimyasal Analizlere Ait Bulgular ve Istatistiksel

Degerlendirmeler

4.3.1. Serum Alanin Amino Transferaz (ALT) enzim aktivitesine ait bulgular ve

istatistiksel degerlendirme

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait serum Alanin amino transferaz (ALT) diizeyleri ve istatistiksel
degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Cizelge 4.4. ve Sekil 4.4’ te Ozet olarak

verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda serum  Alanin  amino transferaz diizeyinde artig
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak onemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,01).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5
kargilagtirildiginda serum Alanin  amino transferaz diizeyinde artig
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak
kabul edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
kargilagtirildiginda serum Alanin  amino transferaz diizeyinde artig
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak
kabul edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir

(p>0.05).
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50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir
(p>0.05).

50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda karsilastrildiginda serum Alanin amino transferaz diizeyi bakimindan
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Alanin amino transferaz diizeyi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark gdzlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Alanin amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Alanin amino transferaz diizeyi

bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)
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Cizelge 4.4 Kontrol ve deney gruplarina ait serum Alanin amino transferaz (ALT)

diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Alanin amino

Paired-Samples T test

ES
Paired-Samples T testi; P>0.05 ns; P<0.05 ; P<0.01

ek

K
( ns: fark yok), ( : fark var), (  : 6nemli fark var), (

sk

; P<0.001

transferaz
(ALT) Karsilastirma yapilan
Gruplar UL grup
(Ort  St. Hata) /
p degeri
Grup2 /0,004 **
1 (Kontrol) 53,7514,62 Grup5 /0,000 *%**
Grup8 /0,000 ***
2 (50 mg/kg CY) 67,62+7,06
3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 64,7516,04 Grup2 /0,468 ™
63,5016,50 Grup2 /0,226 ™
4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) \
Grup3 /0,629 ™
5 (100 mg/kg CY) 91,00+8,94
6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 78,0115,97 Grup5 /0,014 *
76,0019,14 Grup5 /0,023 *
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) ‘
Grup6 /0,457 ™
8 (150 mg/kg CY) 142,62+17,36
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 114,87+21,77 Grup8 /0,026 *
111,06+16,74 Grup8 /0,017 *
10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S)
Grup9 /0,708 ™
kok sk ok sk

: ileri derecede 6nemli fark var)
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4.3.2. Serum Aspartat Amino Transferaz (AST) enzim aktivitesine ait bulgular ve

istatistiksel degerlendirme

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7,9 ve 10) ait serum Asparatat amino transferaz (AST) diizeyleri ve istatistiksel
degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’ te Ozet olarak

verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
kargilastirildiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyinde istatistiksel
olarak bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5
karsilastirildiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyinde artis
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede onemli bir fark olarak
kabul edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirlldiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyinde artis
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak
kabul edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilagtirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
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arasinda karsilastrildiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S ile karsilastirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark gdzlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu disiis
istatistiksel olarak 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Asparatat amino transferaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Asparatat amino transferaz diizeyi

bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)



Cizelge 4.5 Kontrol ve deney gruplarina ait serum Aspartat amino transferaz
(AST) diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Aspartat amino

Paired-Samples T test

transferaz
(AST) Karsilastirma yapilan
Gruplar UL grup
(Ort £ St. Hata) /
p degeri
Grup2 / 0,064 ™
1 (Kontrol) 58,37+7,48  |Grup5 /0,000 ***
Grup8 /0,000 ***
2 (50 mg/kg CY) 68,6218,46
3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 60,5015,45 |Grup2/0,013 *
Grup2 /0,015 *
4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 61,2516,40 "
Grup3 /0,725 ™
5 (100 mg/kg CY) 90,6217,81
6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 76,6219,78  (Grup5 /0,012 *
Grup5 /0,028 *
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 77,6218,70 '
Grup6 /0,843 ™
8 (150 mg/kg CY) 112,25%+10,76
Grup8 /0,003 **
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 94,75+7,85
Grup8 /0,011 *
10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 95,2518,41
Grup9 /0,863 ™
ns sk %k k koo ok
Paired-Samples T testi; P>0.05 ; P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

* *

("™: fark yok), (

sk
: fark var), ( : 6nemli fark var), (

sk

: ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.5 Kontrol ve deney gruplarina ait serum Aspartat amino transferaz (AST)

diizeyleri.




47

4.3.3. Serum Laktat Dehidrojenaz (LDH) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular ve

Istatistiksel Degerlendirme

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait serum Laktat Dehidrojenaz (LDH) diizeyleri ve istatistiksel
degerlendirmeleri karsilagtirmali olarak Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6’ da o6zet olarak

verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyinde artis gbzlenmistir.
Bu artig istatistiksel olarak ileri derecede onemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5
karsilastirildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyinde artis gozlenmistir.
Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyinde artis gbzlenmistir.
Bu artis istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul
edilmistir (p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilagtirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamh kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
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arasinda karsilastrildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyi bakimindan
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S ile karsilastirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gézlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamh kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamh kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda serum
Laktat Dehidrojenaz diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda serum Laktat Dehidrojenaz diizeyi

bakimindan istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)



Cizelge 4.6 Kontrol ve deney gruplarina ait serum Laktat Dehidrojenaz (LDH)
diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Gruplar

Laktat
Dehidrojenaz
(LDH)
U/L

(Ort £ St. Hata)

Paired-Samples T test

Karsilastirma yapilan
grup
/
p degeri

1 (Kontrol)

144,87+20,13

Grup2 /0,001 ***
Grup5 /0,000 ***
Grup8 / 0,000 **

2 (50 mg/kg CY)

211,25%£21,43

3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

176,00£18,27

Grup2 /0,013 *

4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

177,50+22,64

Grup?2 /0,039 *
Grup3 /0,852 ™

5 (100 mg/kg CY)

285,00£25,76

6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

245,25%23,10

Grup5 /0,021 *

246,50135,57 Grup5 /0,040 *
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S) X
Grup6 /0,948 ™

8 (150 mg/kg CY) 429,25+48,73
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 363,37+25,85 Grup8 /0,022 *

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

352,87£35,20

Grup8 /0,035 *

Grup9 /0,441 ™

ns * k ok *k
Paired-Samples T testi; P>0.05 ; P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

skek

%
( ns: fark yok), ( : fark var), ( : 6nemli fark var), (

sk

k sk

: ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.6 Kontrol ve deney gruplarina ait serum Laktat Dehidrojenaz (LDH)

diizeyleri.
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4.4. Karacigere Homojenatina Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

4.4.1. Karaciger homojenatinda Malondialdehit (MDA) diizeyine ait bulgular ve

istatistiksel degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait karaciger homojenatinda Malondialdehit (MDA) diizeyleri ve
istatistiksel degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7° de Ozet

olarak verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda Malondialdehit diizeyinde artis gozlenmistir. Bu artis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5
karsilastirildiginda Malondialdehit diizeyinde artis gozlenmistir. Bu artis
istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirildiginda Malondialdehit diizeyinde artis goézlenmistir. Bu artig
istatistiksel olarak ileri derecede ©nemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
anlaml kabul edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edilmistir (p<0,05).
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50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda kargilastrildiginda Malondialdehit diizeyi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark gozlenmemistir (p>0.05)

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda Malondialdehit diizeyi bakimindan
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Malondialdehit diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu diisiis istatistiksel olarak
ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda Malondialdehit diizeyi bakimindan

istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Cizelge 4.7 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda
Malondialdehit (MDA) diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Malondialdehit Paired-Samples T test
(MDA)
Karsilastirma yapilan
n U/ml x100
Gruplar mU/ml x100 grup
(Ort  St. Hata) /
p degeri
38,8517,40 Grup2 /0,04 *
1 (Kontrol) 8 Grup5 /0,000 ***
Grup8 /0,000 **%*
2 (50 mg/kg CY) 8| 56,57x£12,36
3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 32,71%£6,99 Grup2 /0,013 *
38,7115,64 Grup2 /0,025 *
4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8
Grup3 /0,404 ™
5 (100 mg/kg CY) 8 | 123,28%19,24

6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8| 73,00£17,48 Grup5 /0,001 ***

63,85+13,83 Grup5 /0,01 *#*

7 (100 mg/kg CY +200 mg/kg S) | 8
Grup6 /0,371 ™

8 (150 mg/kg CY) 8 | 277,14+37,44

9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 8 | 139,00£28,01 Grup8 /0,001 ***

164,28+36,72 Grup8 /0,001 ***

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S) 8 '
Grup9 /0,101 ™

k sk

ns * k ok *k
Paired-Samples T testi; P>0.05 ; P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

ns %k sk sk
( :fark yok), ( :fark var), ( :Onemli fark var), ( : ileri derecede 6nemli fark var)



54

350 ~

-
-
A
|1
-
——
H
=
=
HH
T T T T T T
o o o o o o
o Te] o Te} o Te}
(4p] (qV] Al — ~—

00X quu/yur

150CY+200S

150CY+100S

150CY

100CY+200S

100CY+100S

100CY

50CY+200S

50CY+100S

50CY

Kontrol

DOZLAR

Sekil 4.7 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda Malondialdehit

(MDA) diizeyleri.
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4.4.2. Karaciger homojenatinda Katalaz (CAT) aktivitesine ait bulgular ve

istatistiksel degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait karaciger homojenatinda Katalaz (CAT) diizeyleri ve istatistiksel
degerlendirmeleri karsilastirmali olarak Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8 de oOzet olarak

verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
kargilastirlldiginda Katalaz diizeyinde diisiis gozlenmistir. Bu  diisiis
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S
kargilastirlldiginda Katalaz diizeyinde diisiis gozlenmistir. Bu  diisiis
istatistiksel olarak 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastinldiginda Katalaz diizeyinde diisiis gozlenmistir. Bu diisiis
istatistiksel olarak ileri derecede Onemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda Katalaz
diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak énemli bir fark
olarak kabul edilmistir (p<0,01).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda Katalaz
diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir (p<0,05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda karsilastrildiginda Katalaz diizeyi bakimindan istatistiksel olarak bir

fark goézlenmemistir (p>0.05)
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100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirldiginda
Katalaz diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak énemli bir
fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Katalaz diizeyinde bir artig gézlenmistir. Bu arti§ istatistiksel olarak énemli bir
fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda Katalaz diizeyi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Katalaz diizeyinde bir artis gbzlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak énemli bir
fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirldiginda
Katalaz diizeyinde bir artig gézlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak énemli bir
fark olarak kabul edilmistir (p<0,01).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda Katalaz diizeyi bakimindan istatistiksel

olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)



Cizelge 4.8 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda Katalaz
(CAT) duizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Katalaz  |pgired-Samples T test
(CAT) Karsilastirma yapilan
Gruplar mU/ml grup
(Ort + St. Hata) /
p degeri
99,32+17,92 Grup2 /0,019 *
1 (Kontrol) Grup5 /0,003 **
Grup8 /0,000 ***
2 (50 mg/kg CY) 72,55%+15,15

3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S)

114,41£28,03

Grup2 /0,002 **

4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

123,42+31,97

Grup2 /0,011 *
Grup3 /0,632 ™

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

5 (100 mg/kg CY) 53,85+11,30
6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 80,09+£10,87 Grup5 /0,004 **
92,44+17,52 Grup5 /0,008 **
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/ke S) ,
Grup6 /0,260 ™

8 (150 mg/kg CY) 29,48+19,47
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 56,29+18,00 Grup8 /0,007 **
58,02+11,84 Grup8 /0,009 **

Grup9 /0,851 ™

ns * k ok *k
Paired-Samples T testi; P>0.05 ; P<0.05 ; P<0.01 ;P<0.001

skek

%
( ns: fark yok), ( : fark var), (  : 6nemli fark var), (

seskek

k sk

: ileri derecede 6nemli fark var)

57



58

mU/ml

180 -
160 -
140 -
120 ~
100

80 -
60 |
40 -
20 -

—t

—t—

——

—t—

——

—t—

——

[onuoy[

AD0S

S00T+XD0S

S00T+XD0s

AD001

DOZLAR

SO00T+AD001

S00T+XD001

ADO0ST

SO00T+AD0ST

S00T+AD0ST

Sekil 4.8 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda Katalaz (CAT)

diizeyleri.
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4.4.3. Karaciger Homojenatinda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine

Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Kontrol (Grup 1), hasta gruplar1 ( Grup 2, 5 ve 8) ve deney gruplarina (Grup 3, 4,
6, 7, 9 ve 10) ait karaciger homojenatinda Glutatyon Peroksidaz (GPx) diizeyleri ve
istatistiksel degerlendirmeleri karsilagtirmali olarak Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9’ da ozet

olarak verilmistir. Buna gore;

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2
karsilastirildiginda Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup S
kargilastirildiginda Glutatyon Peroksidaz diizeyinde diisiis gozlenmistir. Bu
diisiis istatistiksel olarak ileri derecede onemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» Grup 1 (kontrol) ile sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8
karsilastirildiginda Glutatyon Peroksidaz diizeyinde diisiis gézlenmistir. Bu
diisiis istatistiksel olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir
(p<0,001).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan istatistiksel olarak bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 ile
sadece 50 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 2 ile karsilastirildiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan istatistiksel olarak bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05).

» 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 3 ile 50
mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 4 kendi
arasinda karsilastrildiginda  Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan

istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)
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100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirldiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel
olarak anlamh kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7 ile
sadece 100 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 5 ile karsilastirildiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artig istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 6 ile
100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 7
kendi arasinda karsilastrildiginda Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan
istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (p>0.05)

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirildiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyinde bir artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel
olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10 ile
sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilmis Grup 8 ile karsilastirldiginda
Glutatyon Peroksidaz diizeyinde bir artis gdzlenmistir. Bu artis istatistiksel
olarak ileri derecede 6nemli bir fark olarak kabul edilmistir (p<0,001).

150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilmis Grup 9 ile
150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilmis Grup 10
kendi arasinda karsilastrildiginda Glutatyon Peroksidaz diizeyi bakimindan

istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (p>0.05)
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Cizelge 4.9 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda Glutatyon
Peroksidaz (GPx) diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri.

Paired-Samples T test

10 (150 mg/kg CY + 200 mg/kg S)

Glutatyon Peroksidaz
(GPx) Karsilastirma yapilan
Gruplar mU/ml grup
(Ort = St. Hata) /
p degeri
43,8415,90 Grup2/0,78 ™
1 (Kontrol) Grup5 /0,001 ***
Grup8 / 0,000 ***
2 (50 mg/kg CY) 37,54+7,79
3 (50 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 35,9247,84 Grup2 /0,773 ™
39,4747,50 Grup2 /0,679 ™
4 (50 mg/kg CY + 200 mg/kg S)
Grup3 /0,440 ™
5 (100 mg/kg CY) 22,72+7,76
6 (100 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 41,9149,10 Grup5 /0,016 *
37,4319,86 Grup5 /0,038 *
7 (100 mg/kg CY + 200 mg/kg S)
Grup6 /0,470 ™
8 (150 mg/kg CY) 16,22+4,17
9 (150 mg/kg CY + 100 mg/kg S) 42,5619,35 Grup8 /0,001 3
44,55+10,83 Grup8 /0,001 ***

Grup9 /0,690 ™

* *

("™: fark yok), (

sk
: fark var), ( : 6nemli fark var), (

k ok Kok sk

*
Paired-Samples T testi; P>0.05 3 P<0.05 ; P<0.01  : P<0.001

sk

: ileri derecede 6nemli fark var)
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Sekil 4.9 Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger hemojenatinda Glutatyon

Peroksidaz (GPx) diizeyleri.
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4.5. Mesane Orneklerine Ait Histolojik Sonuclar

Sekil 4.10 Kontrol grubu: Mesanede tunika mukoza ve tunika muskiilaris’in genel
goriniimii.

Sekil 4.11 Kontrol grubu: Mesanede lamina epitelialis (¢cok kath degisici epitel),
lamina propria ve tunika muskularisin genel goriintimii.
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Sekil 4.12 50 mg/kg siklofosfamid verilen grupta mesanenin genel goriiniimii.
Mesanede lamina epitelialis’de hafif {ilserasyon (/) ve lamina propria

tabakasinda hemoraji ve infiltratif hiicreler (A ).

- . 5 - =) -
o 1 "% 2 .
: 8¢ d
) y
t v Loy
o . o - G
e Y -

Sekil 4.13 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin genel goriiniimii. 50 mg/kg siklofosfamid verilen gruba
gore mesanede lamina epitelialis’de iilserasyon siddetinde azalma (7
), lamina propria tabakasinda hemoraji ve infiltratif hiicrelere (77 )
daha az oranda rastlaniliyor.
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Sekil 4.14 50 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin genel goriiniimii. 50 mg/kg siklofosfamid verilen gruba
nazaran mesanede degisici epitelde iilserasyon (7 ), lamina propria

tabakasinda az oranda hemoraji ve infiltratif hiicreler (A ).

Sekil 4.15 100 mg/kg siklofosfamid verilen grupta mesanenin genel goriiniimii.
Mesanede lamina epitelialis’de ilerlemis {ilserasyon, epitelyum
hiicrelerinde hidrofobik dejenerasyonlar (”) ve lamina propria
tabakasinda hemoraji ve infiltratif hiicreler (7 ) yogun halde
gozlenmektedir.
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Sekil 4.16 100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin goriiniimii. Mesanede lamina epitelialis’de {iilserasyonda
azalma (/) ve epitelyum hiicrelerinde hidrofobik dejenerasyonlara
neredeyse hi¢ rastlanmamaktadir.

Sekil 4.17 100 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin  goriiniimii. Mesanede degisici epitelde ilerlemis
iilserasyonda azalma ve epitelyum hiicrelerinde hidrofobik
dejenerasyonlara neredeyse hi¢ rastlanmamaktadir.
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Sekil 4.18 150 mg/kg siklofosfamid verilen grupta mesanenin goriiniimii.
Mesanede degisici epitelde ileri derecede iilserasyon (/) ve lamina

propria tabakasinda hemoraji ve infiltratif hiicreler (# ) yogun halde
gozlenmektedir.

Ve

7

-
-

Sekil 4.19 150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 100 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin goriiniimii. Mesanede degisici epitelde iilserasyon (/)
hafif olarak izlenmekte ve lamina propria tabakasinda hemoraji ve

infiltratif hiicrelere (# ) az sayida rastlanmaktadir.



68

Sekil 4.20 150 mg/kg siklofosfamide ek olarak 200 mg/kg silimarin verilen grupta
mesanenin goriinimii. Mesanede degisici epitelde iilserasyon (/) hafif
olarak izlenmekte, epitelde vakuolizasyona rastlanmakta ve lamina

propria tabakasinda hemoraji ve infiltratif hiicrelere (7 ) az sayida
rastlanmaktadir.
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5. TARTISMA

Bu bolimde siklofosfamidin neden oldugu oksidatif strese karsi eksojen
antioksidan etkileri oldugu diisiiniilen silimarinin ve siklofosfamid ile birlikte
uygulanmasinin, kan sayimina (l6kosit, eritrosit ve trombosit) ait sonuglari, kemik iligi
cekirdekli hiicre sayimina ait sonuglari, serum biyokimyasal analizlere (ALT, AST ve
LDH) ait sonuclar1 ve karaciger homojenat Orneklerinde lipit peroksidasyonun bir
gostergesi olan MDA diizeyine etkileri ile endojen antioksidan enzimler olarak bilinen
katalaz ve GPx aktivitelerine, ayrica histolojik olarak mesaneye etkileri sirasi ile
kargilastirilip tartisildi.

Siklofosfamid, insan ve veteriner hekimliginde neoplastik ve otoimmun
hastaliklarin tedavisinde, yine veteriner hekimlikte kimyasal kirkim i¢in kullanilan ve
karaciger sitokrom P-450 sistemi etkisiyle sitotoksik metabolitlere doniisen, azotlu
hardallar grubundan alkilleyici bir ajandir. Hematopoietik sistemin siklofosfamit gibi
alkilleyici ajanlarin etkilerine karsi oldukca hassas oldugu bildirilmektedir. Deneysel
olarak hayvanlara azotlu hardallarin subletal dozlarinin uygulanmasindan 6-8 saat sonra
kemik iliginde ve lenfoid dokularda mitozun durdugu ve hiicre organellerinin
parcalandig1 ortaya konmustur. Genel olarak azotlu hardallarin yikici etkisine karsi
lenfositlerin diger kan hiicrelerine gore daha hassas oldugu bildirilmektedir.
Siklofosfamit ise klinikte kullanildiginda en ©nemli yan etkileri kemik iligi
baskilanmasi ve 16kopeni ile daha seyrek olarak da trombositopenidir. Jalil ve Pandey,
siklofosfamit uyguladiklart kopeklerde 16kosit sayisini azaldigini bildirmisler ve
azalmanin nedenini kemik iliginde hiicre yapiminin baskilanmasi ile agiklamislardir.
Moldovanu ve ark. ise siklofosfamit verdikleri kopeklerde ozellikle 1okopeni
olustugunu bildirmislerdir (Etlik et. al., 1999).

Yapmis oldugumuz bu caligmada yanlizca siklofosfamid verilen gruplarda
siklofosfamidin dozuna bagh olarak 16kopeni, trombositopeni ve kemik iligi ¢ekirdekli
hiicre sayisinda mevcut literatiirlere uygun bir azalma gozlenmistir. Siklofosfamide ek
olarak silimarin verilen gruplarda l6kosit, trombosit ve kemik iligi c¢ekirdekli hiicre
sayisindaki artig silimarinin 16kosit, trombosit ve kemik iligi tizerinde koruyucu etkisi

oldugunu gostermistir. Siklofosfamidin silimarin ile birlikte verildigi gruplarda 16kosit,
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trombosit ve kemik iligi ¢ekirdekli hiicre sayisina ait bulgularimiz1 karsilagtirabilecek
bir literatiire rastlayamadik

Silimarin ve tiirevlerinin bilinen en Onemli Ozelliklerinden biri, antikanser
aktivitesidir. Burada; silimarin, kemoterapétikler tarafindan olusturulan oksidatif strese
kargt dokular1 korumada bir antioksidan olarak etki etmesinin yani sira karacigeri de
korur.

Laboratuvar ¢aligmalarinda silibin ve silimarinin kimyasal tedavi sirasinda yan
etkilerinin olmadig1 gozlemlenmistir.  Invernizzi ve arkadaslarinin yapti§1 bir
calismada; Polimiyelotik 16semili 34 yasindaki bir kadinda silimarin kullanilmistir. 18
ay boyunca Metateraksat ve 6-merkaptopiirin ile yapilan kemoterapik tedavi sirasinda
karacigerde doza bagh olarak hasarlar olugsmustur. Daha sonra hastaya 4 ay siiresince bu
ilaglara ek olarak 800 mg silimarin uygulandiginda hastanin karacigerinde
aminotransferaz seviyeleri normale donmiistiir (Kren, et al., 2005).

Yapmis oldugumuz bu caligmada yanlizca siklofosfamid verilen gruplarda
siklofosfamidin dozuna bagli olarak 6zellikle 100 ve 150 mg/kg siklofosfamid verilen
hasta gruplarinda ALT, AST ve LDH diizeyinde artis gdzlenmistir. Siklofosfamide ek
olarak silimarin verilen gruplarda ALT, AST ve LDH diizeyinde azalis gbzlenmistir. Bu
sonu¢ silimarinin karaciger {izerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.
Siklofosfamidin silimarin ile birlikte verildigi gruplarda ALT, AST ve LDH’ ait
bulgularimiz1 karsilagtirabilecek bir literatiire rastlayamadik.

Homojenatta MDA diizeyi siklofosfamid verilen gruplarda siklofosfamidin
dozuna bagl olarak kontrole gore oldukca yiiksek bulundu. Buna karsin siklofosfamid
ile silimarinin birlikte verildigi birbirine ve kontrole yakin olarak bulunan degerler
silimarinin, siklofosfamidin bozucu etkisini ayn1 oranda diizelttigini gosterdi.
Siklofosfamidin silimarin ile birlikte verildigi gruplarda homojenat MDA diizeyine ait
bulgularimiz1 karsilagtirabilecek bir literatiire rastlayamadik.

Katalaz ve GPx’de hemojenatta siklofosfamid verilen gruplarda siklofosfamid
dozuna baglh olarak kontrole gore 6nemli diizeyde diisiik olmas1 daha 6ncede bildirildigi
gibi, siklofosfamidin antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif stresi artirdigini
gostermektedir. Siklofosfamid ile birlikte silimarin verilen gruplarda katalaz ve GPx

aktivitesinin artmasi siklofosfamid kaynakli oksidatif stresi azalttigin1 gostermektedir.
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Silimarin; oksidatif hasarla korelasyon gosterdigi, yag asidi oksidasyonunun son
iiriinii olan malondialdehit (MDA) diizeyini diisiirdiigii, katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi endojen antioksidan enzim aktivitelerini ise artirdigi
gozlenmistir.

Siiperoksit radikallerinin yol actifioksidatif hasara karsi antioksidan savunmada
ilk enzim siiperoksit dismutaz (SOD) dur. Siiperoksit dismutaz enzimi, siiper oksit
radikalini hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriir. Katalaz ya da glutatyon perosidaz
hidrojen peroksidi zararsiz yan iiriinlere doniistiiriir. Bu ylizden hiicresel hasarin
siddetinde 6nemli rol oynar. Hidrojen peroksidin zararsiz hale getirilmesinde glutatyon,
glutatyon peroksidaz (GPx) okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Glutatyon, okside
glutatyona katalizlenirken Glutatyon rediiktaz (GR) kullanilarak NADPH iiretilir.
Katalaz bir hemoproteindirve aktif formda olabilmesi icin NADPH iiretimine ihtiyac
vardir. Bu ylizden NADPH bu enzimlerin is gorebilmesinde onemli role sahiptir.
NADPH seviyesi glukoz-6- fosfat dehidrogenaz (GP6D) aktivitesine baghdir. GR/GPx
hiicre sitoplazmasinda aktif iken, katalaz baslica peroksizomlarda aktiftir. GSH ve
katalazin tiretimi icin gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolunda iretilir. Silimarin,
hiicrenin glukoz alintmimi artirma 6zelligine sahiptir. Sonucta pentoz fosfat yolu ve
oksidatif fosforilasyon i¢in enerji kaynag olarak is gorebilir. Bu sebeble
NADPH/NADPH" 1n hiicredeki seviyesini ve katalaz seviyesini artirir. NADPH
sviyesinin dolayisiyla glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin artmasi ile glutatyon
peroksidaz (GPx) i¢in substrat olan Glutatyon (GSH) seviyesi artar. Kisacasi, silimarin
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin miktarinin artmasina yol acar
(Ramakrishnan, et al., 2006). Bu sonug¢ bulgularimizla uyumlu bulundu.

Silimarin yerine squalin kullanilan ve sicanlarda siklofosfamid kullanilarak yine
oksidatif stres olusturulan bir calismada, sadece siklofosfamid gruplarinda homojenat
katalaz ve Glutatyon peroksidaz aktiviteleri kontrol degere gore diisiik bulunmasi
(Sentilkumar, 2006) bulgularimizla uyumlu bulundu.

Siklofosfamidin  antitimoral etkinliginin  artirnlabilmesi, yiiksek dozda
kullanilabilmesine baghdir. Ancak kemik iligi baskilamasi ve ve hemorajik sistit
olugturmasi yiiksek dozlarda kullanmilmasim1 O6nlemektedir. Hemorajik sistit,
siklofosfamidin kendine 6zgii bir yan etkisidir. Siklofosfamid metabolitleri, 6zellikle

akrolein, mesane mukozasi i¢in toksiktir (Ayhanci, 1997).
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Bizim ¢alismamizda da siklofosfamidin doz artisina paralel olarak 50, 100 ve 150
mg/kg siklofosfamid verilen hayvanlarda gittikce artan oranlarda hemorajik sistit
gozlenmesi bu bilgilerle uyumlu bulundu. Siklofosfamid ile silimarin verilen gruplarda
hemojik sistit siddetinde azalma gozlenmesi (6zellikle hemorajik sistit ve iilserasyon
bakimindan) silimarinin mesane mukozas1 iizerinde antioksidan 6zelligi sayesinde
koruyucu bir etkisin oldugunu gostermistir. Siklofosfamidin silimarin ile birlikte
verildigi gruplarda hemorajik sistit’e ait bulgularimiz1 karsilastirabilecek bir literatiire
rastlayamadik.

Yapilan bu calisma sonucunda; siklofosfamidin bilinen bozucu etkisi 16kosit,
trombosit, kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda, serumda olciilen ALT, AST, LDH,
karaciger homojenatinda oSlciilen MDA diizeyi, katalaz, Glutatyon peroksidaz enzim
aktiviteleri ve histolojik bulgularimiz ile tekrar dogrulandi.

Lokosit, trombosit ve kemik iligi cekirdekli hiicre sayisinda siklofosfamid
kaynakli azalma antioksidan oOzelligi iyi bilinen silimarinle birlikte nispeten
engellenmistir. Yine aym sekilde karaciger iizerine olumlu etkisi iyi bilinen silimarinin
serum Alanin aminotransferaz, Aspartat aminotransferaz ve Laktat dehidrogenazDH
Olctimleriyle tekrar dogrulanmistir. Homojenatta, yiikselen Malondialdehit diizeyi,
antioksidan etkisini bildigimiz silimarin tarafindan kontrol degerlere yaklastirildi.
Homojenatta siklofosfamidin 6nemli derecede azalttig1 katalaz ve Glutatyon peroksidaz
aktivitesi silimarin tarafindan artirildigi bu calisma da goézlendi. Sonug olarak yapilan
histolojik tetkikler kimyasal sonuclarimiz1 destekler nitelikte olmakla birlikte, histolojik
olarak minimal diizeyde bir hasar tamiri gdzlendi.

Bu bulgularin 1s18inda, basta kanser tedavisi olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan siklofosfamidin yiiksek dozlarda kullanilabilmesine olanak
saglamak ve siklofosfamidin yan etkilerinin azaltilmasi noktasinda antioksidan 6zelligi
bilinen silimarinin tedaviye destek olarak kullanilabilecegi fikri bizde uyanmustir.
Sonuglarimiz literatiir bildirimleriyle uygunluk gostermekle beraber bu konuda daha

kapsamli arastirmalar yapilmasi gerektigine inaniyoruz.
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