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Ozet

Siklofosfamid (cyclophosphamide = CP), akrolein ve fosforamid
mustard gibi reaktif metabolitleri toksisiteye neden olan antikanser bir ilagtir.
CP'nin bazi zararh etkileri oksidatif stresi uyarmasiyla iliskilidir. Antioksidan
(AO) kapasitenin azalmasi durumunda, reaktif oksijen tlrleri saglikh ve
neoplastik hicrelerin bilesenlerini degistirebilir. Bu durum bdbreklerin de
dahil oldugu coklu organ toksisitesine neden olur. Selenyum (Se)’un,
glutatyon peroksidaz, deiyodinaz, tiyoredoksin reduktaz ve selenoprotein P
gibi insanlarn oksidatif hasardan koruyan enzimlerin metabolik siireglerinde
rol oynadidi bilinmektedir. Calismamizda CP nedenli oksidatif stres ve bobrek

hasarinda selenyumun olasi koruyucu etkisi arastiriimigtir.

Sprague-Dawley cinsi 42 adet erkek sigan her grupta 7 tane olacak
sekilde 6 gruba (kontrol, 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se, 150+0.5 ve
150+1 mg/kg CP+Se) bélindi. Se'un bobrekte koruyuculuk derecesini
belirlemek icin serum malondialdehid (MDA), glutatyon (GSH), slperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (KAT), toplam AO seviye (TAS), toplam oksidan
seviye (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI) ile kreatinin ve sistatin C
aktiviteleri 6lglldl. Dokular histolojik olarak da incelendi.

CP uygulanan grupta serum MDA, sistatin C, kreatinin, TOS ve OSI
diizeyleri artarken GSH, SOD, KAT ve TAS dizeylerinin azaldigi gorildu. CP
ile birlikte selenyum uygulanan gruplarda ise MDA, sistatin C, kreatinin, TOS
ve OSI diizeyleri azalirken AO dizeyleri artmis bulundu. CP uygulanan deney
grubunda bdbrek dokusunda kiglik kanama ve iltihabi hiicre odaklari, kan
damarlarinda konjesyon goézlemlendi. Ustelik Bowman kapsul araliklarinda
daralma, glomerillerde kompaktlasma, tiibillerde hiyalin materyal birikimi
ve tibull epitelinde yer yer ayrilmalar saptandi. CP ile birlikte uygulanan Se
dozlarinin her ikisinde de bdbrek histolojisindeki bozukluklarin azaldigi

gorulda.

Sonuglarimiza gore, CP lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresi artirarak
bdbreklerde hasarlara neden olmustur. Se‘un her iki dozu da CP nedenli bu
hasarlari azaltmistir. Ancak 1 mg/kg Se’un 0.5 mg/kg Se’a gbre CP kaynakli
hasarlari daha g6ze carpan sekilde diizelttigi gérilmustdr.

Anahtar Sozciikler: Siklofosfamid, Oksidatif stres, Nefrotoksisite,
Selenyum, Antioksidan, Rat
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Summary

Cyclophosphamide (CP) is a commonly used anti-cancer drug that
causes toxicity by its reactive metabolites such as acrolein and
phosphoramide mustard. Its adverse effects are partly connected to the
induction of oxidative stress. Reactive oxygen species can modify the
components of both healthy and neoplastic cells in circumstances of
decreased antioxidative abilities that leads to the multiple organ toxicity,
including the kidneys. Selenium (Se) is an essential trace element for the
body. This trace element known for its antioxidant function is the cofactor of
many enzymes. Se plays a role in many metabolic processes involving the
enzymes glutathion peroxidases, deiodinases, thioredoxin reductases, and
selenoprotein P that protect the organism from oxidative damages in
humans. In this study, Se was evaluated for its antioxidant and tissue
protection efficacy against the CP-induced kidney tissues oxidative stress in

rats.

Forty-two Sprague-Dawley rats were equally diveded into six groups
(control, 150 mg/kg CP, 0.5 mg/kg Se, 1mg/kg Se, 150+0.5 mg/kg CP+Se
and 150+1 mg/kg CP+Se) each consisting of seven rats. All injections were
intraperitoneal (i.p.). In order to evaluate the degree of protectiveness of Se
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD),
catalase (KAT), total antioxidant status (TAS), total oxidant state (TOS),
oxidative stress index (OSI), creatinine and cystatine C levels measured in
the serum. Also kidney tissues were examined histologically.

In the group treated with only cyclophosphamide serum MDA, cystatin
C, creatinine, TOS and OSI levels increased, while GSH, SOD, CAT and TAS
levels decreased. Minor bleeding, inflammation, congestion and narrowing of
kidneys were observed in the CP administered group. Also narrowing of the
range of Bowman's capsule, compacted glomeruli, accumulation of hyaline
material in matrix and cleavage in the tubules were detected. Both doses of
selenium administered together with cyclophosphamide decreased the renal

tissue disorders.

Based on our results; CP caused lipid peroxidation and damages to
the kidneys by increasing oxidative stress, but both doses of selenium
decreased these CP induced kidney damages. However, 1mg/kg Se was
more effective than 0.5 mg/kg Se in terms of reducing CP induced

destructions.

Key words: Cyclophosphamide, Oxidative stress, Nephrotoxicity, Selenium,
Antioxidant, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Sitotoksik ilaclar kanser tedavisinde yillardir kullaniimaktadir, ancak
saghkli hicrelerin hasarlanmasiyla sonuglanan birgok mekanizma hentz
aciklanamamistir. Antikanser ilaglarin metabolizmmasi boyunca aretilen
sitotoksik metabolitler ve reaktif oksijen turlerinin bu hasarlanma
mekanizmalarina katildigi disinilmektedir (Reed vd.,1987; Song vd.,

2014).

Siklofosfamid (cyclophosphamide=CP) kanser ve malin olmayan
hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmis genis klinik kullanimh
alkilleyici sitotoksik bir ilactir (Fraiser vd., 1991; Perini vd., 2007,
Kennedy vd., 2010). Siklofosfamidin antitimoral etkinligi, yliksek dozda
kullanilabilmesine baghidir. Siklofosfamidin en 6nemli sinirlayict etkisi
saghkli dokulari hasarlanmasi nedeniyle gelisen goklu organ toksisitesidir.
Bu doz sinirlayici  toksisiteler  hemotoksisite, Urotoksisite ve
nefrotoksisitedir (Ayhanci vd., 2009; Abraham, Isaac, 2011; Sakthivel,
Guruvayoorappan, 2014). CP karacigerde hidroksillenerek metabolitleri
olan fosforamid mustard (phosphoramide mustard = PAM) ve akroleine
(acrolein = ACR) donisur. Siklofosfamidin toksik etkisi aktif metaboliti
olan ACR ile ilgilidir. Akrolein doku antioksidan (AO) savunma sistemine
miidahale ederek ylksek oranda reaktif oksijen tlrevleri (reactive oxygen
species = ROS) olusumuna yol agar ve memeli hicreleri igin mutajeniktir,
Akrolein idrarda yiksek oranlara ulasarak mesane epiteli ve bdbrek
tibullerinde toksik bir maddeye dénlsir ve CP'nin klinik olarak kullanimini
sinirlar (Kawabata vd., 1990; Masuda vd., 2006).

Evrimsel sireg iginde, reaktif oksijen tlrlerini etkisiz hale getirmek
icin antioksidan savunma sistemi olarak tanimlanan koruyucu bir sistem
gelismistir (Halliwell, Gutteridge, 1990). Plazmada antioksidanlar bir
etkilesim icindedir ve bu etkilesimden dolayi bilegenlerin tek baglarina
yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Toplam
antioksidan seviyenin (TAS) 6lgiim{, antioksidanlarin tek tek dlgiminden
daha degerli bilgiler verebilir. Bu ylzden kanin antioksidatif durumunu
saptamada, bireysel antioksidanlardan gok bunlarin toplam degerini veren
TAS 6lgiimU yayginlasmaktadir. Hicrelerin normal islevleri sirasinda agiga
cikan ve bu hicrelerin dodal antioksidan sistemleriyle yok edilen reaktif
oksijen tirleri, bedende oksidatif bir denge halindedirler. Bu oksidatif
denge saglandidi sirece organizma bu bilegiklerin zararli etkilerinden

korunmus olur (Erel, 2005).

Bobregdin islevlerini dederlendirmek igin genellikle serum kreatinin
duzeyleri kontrol edilir. Kreatinin, kaslar tarafindan Uretilir ve bdbrekler
tarafindan szilir. Ancak, hafif dlizeyde bébrek bozukluklarini saptamak
icin kreatinin testleri yetersizdir ve Kkisilerin kas kditlelerine ve protein
alimlarina goére sonucglar degisebilir. Son yillarda yapilan galismalarda,
kreatinin ve sistatin C testlerinin birlikte uygulanmasi bobrek iglevlerini



belirlemede daha etkili bir yol olarak dislnulmektedir (Carmen vd., 2011,
Abraham, Isaac, 2011).

Siklofosfamidin nefrotoksisitesi proksimal tibdl hasari ve o6nemli
oranda bosaltim azalmasiyla kendisini gosterir (Abraham, 2011).
Bébrekte, proksimal tibdl hiicreleri ROS ve oksidatif stresten oldukga gok
etkilenirler. Siklofosfamidin toksik yan etkilerinden kaginmak igin bazi AO
ajanlarin kullanilmasi ve dzellikle ACR nedenli olusan ROS’larin etkisiz hale
getiriimesi gerekir. Amifostin, sodyum tiyosulfat, mesna ve procainamid
gibi hiicre koruyucu ajanlar platinum ve alkilleyici ajanlarin olusturdugu
toksisitelere karsi etkilerinin yetersizligi veya timoér dokusuna karsi segici
olmamalari nedeniyle genis klinik kullanimlar igin 6nerilmemektedirler
(Shaw, Blekley, 2000; Fouladi vd., 2011). Bu yuzden normal dokulari
kemoterapi nedenli toksisitelerden korumak ve timor olusumunu ve
uyarimini engellemek icin yeni koruyucu ajanlara ihtiyag duyulmaktadir.
Selenyum (Se), beden icin hayati bir eser elementtir. Antioksidan
Ozellikleri oldugu bilinen bu eser element birgok enzimin kofaktéradar.
Selenyum, ¢ok cesitli biyolojik islevlerde &rnedin; p53, transkripsiyon
faktorl, aktivator protein P, niklear faktdér B, siklooksijenaz 2,
proteinkinaz A ve C, glutatyon peroksidaz aktivasyonu gibi birgok
belirtecleri iceren olaylarda 6nemli rol oynar. Se bilesiklerinin yodun bir
sekilde kimyasal 6nleyici ajanlar olarak dederlendiriimesine ragmen, bu
ajanin potansiyeli ile ilgili bazi yayinlarda antikanser ilaglarin terapotik
etkileri ve toksisitelerinin modifikasyonlarinda etkili oldugu
dederlendirilmektedir (Cao vd., 2004; Al-Gubory vd., 2010).

Calismamizda deneysel olarak olusturulmus CP nedenli bdébrek
toksisitesine karsi, hlicre ve doku koruyucu ozellikleri oldugu bilinen
selenyumun olasi etkilerinin biyokimyasal &lgimler (malondialdehid,
glutatyon peroksidaz, slperoksit dismutaz, katalaz, kreatinin, sistatin C,
toplam antioksidan seviye, toplam oksidan seviye, oksidatif stres indeksi)
ve histolojik incelemelerle belirlenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklofosfamid

Birinci Diinya Savas! sirasinda zehirli gaz olarak kullanilan kukurtld
hardal (silfiir mustard, dikloroetilsdlfiir) maddesinin insanlarda lenfoid
doku ve kemik iliginde atrofi yaptiginin saptanmasi, daha sonraki yillarda
azotlu hardal (nitrojen mustard) bilesiklerinin hem kimyasal savag araci
olarak gelistiriimesine hem de deney hayvanlarindaki timorlerde
denenmesine yol acti. Bu incelemeler sonunda 1948’de azotlu hardal olan
mekloretamin adli alkilleyici bir ilag klinikte kullaniimaya baglanmig ve
boylece modern kanser kemoterapisi ¢agl agilmistir. Alkilleyici ilaglar
kanser tedavisinde cok uzun bir slreden beri kullanilan ve en sik
basvurulan tipte ilaglardir (Kayaalp, 1998; Ray vd., 2010).

Alkilleyici ilaglar ve ilgili bilesikleri, hicredeki 6zel nikleofilik
maddelere baglanabilen kimyasal gruplar igerir. Alkilleyici ajanlarda ana
adim bir karbonyumun olusmasidir. Boylece iyonlar ¢ok reaktif olan amin,
hidroksil veya silfidril gibi bir elektron vericiyle hemen reaksiyona girerler.
Codu sitotoksik antikanser ilag iki adet alkilleyici gruba sahiptir. Tum
alkilleyici ajanlar kemik iligi islevierini baskilarlar. En g¢ok kullanilan
alkilleyici ajan siklofosfamidtir. Siklofosfamid nitrojen mustard tipi
alkilleyici antineoplastik bir ilagtir. Tek basina veya diger kemoterapotik
ilaclarla birlikte bircok neoplastik ve neoplastik olmayan hastaligin
tedavisinde kullanihr (Kayaalp, 1998). Siklofosfamidin kimyasal yapisi

sekil 2.1.1’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. Siklofosfamid; 2-bis (kloroetil) amino tetrahidro-2H-1,2,3-oksazofosforin 2
oksit (Gilman vd., 1985).

Siklofosfamid karacigerde aktif metaboliti olan fosforamid mustarda
(phosphoramide mustard = PAM) donuserek etkinlik kazanir (Hamsa,
Kuttan, 2011; Rang vd., 2012). Siklofosfamidin kanserostatik aktivitesi



PAM olusumunu veren hepatik mikrozomal karma fonksiyon oksidaz
sistemi ile metabolizmasina baghdir (Bernacki vd., 1987). P-450
monooksijenaz sisteminin  etkisi altinda siklofosfamid, 4-hidroksi
siklofosfamide metabolize olur. Bu metabolit, enzimatik olmayan bir yolla
aldofosfamide yeniden dizenlenir. Bu da PAM ve akroleine (acrolein =
ACR) ayrilir (Sekil 2.2). PAM'n DNA’'ya baglanarak hlcre bdlinmesini
baskiladidi, siklofosfamidin badisiklik baskilayici ve antitimoér etkilerine
aract oldugu dusintlmektedir. Diger taraftan ACR'nin 6nemli makro
molekdllerin sdlfidril gruplariyla cabucak reaksiyona girdigi boylece
bagisikhdi baskiladigi distnilmektedir (Kwon vd., 1987; Pool vd., 1988;

Kawabata vd., 1990).
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Sekil 2.2. Siklofosfamid metabolizmasi (Gilman vd., 1985).

Akrolein bdbrek epitelini gecerek ve bazi reaktif oksijen turlerini
uyararak etkisini gdsterdigi gibi nitrik oksit sentaz (NOS) Uzerinden nitrik
oksit (NO) dlizeylerini artirarak da gosterir (Korkmaz vd., 2007). Nitrik
oksit birgok dnemli fizyolojik ve fizyopatolojik siireci diizenleyen serbest
oksijen radikali oncult bir drandlr. L-argininden NOS vyoluyla sentez
edilmektedir ve NOS‘'un 3 tipi vardir. Endotel koékenli NOS (eNOS)
fibroblastlardan da dretilir ve ana olarak vazodilatasyondan sorumludur.

4



Sinir sisteminde Uretilen néronal NOS (nNOS) sinirsel sinyalizasyonda
gbérev alan bir enzimdir. Induklenebilir NOS (iNOS), I6kosit ve
makrofajlarda Uretilir. Patolojik durumlarda iNOS aktivasyonu ile Gretilen
nitrik oksit eNOS aktivasyonu ile Uretilenden ¢ok daha fazladir (Szabo,
1996). Hemorajik sistit durumunda iNOS Ureten immunoreaktif hicrelerin
sayisi artmaktadir. Ayrica ACR'nin tetikledigi mekanizmalar sonucunda
interlokin-a, TNF-B, trombosit aktive edici faktor, siklooksijenaz-2 ve glglu
bir oksidan olan peroksinitrit seviyeleri artmaktadir (Korkmaz vd., 2005).

Hematolojik ve solid tumérlerin tedavisinde bagarili  bulunan
siklofosfamid, hem adizdan hem de enjeksiyon yoluyla alinabilir.
Siklofosfamidin plazmadaki yarilanma émri 6,5 saattir. Enjeksiyon yoluyla
verildijinde aktif metabolitlerin plazmada en yliksek degere ulagmasi 2-3
saat stlirer. Siklofosfamid; Hodgkin disi lenfomalar (Glode vd., 1981),
cocuklarin akut lenfositik 16semisi (Bokser vd., 1990), kigluk hucreli olan
veya olmayan akciger kanseri (Thatcher vd., 1988) ve pediatrik solid
timorlerin (Bramwell vd., 1987) tedavisinde kullanilir. Bunun yani sira,
glcli bir badisikhik baskilayici oldugundan romatoid artrit, gocuklarin
nefrotik sendromu (Koyoma vd., 1977), Behget hastahdi (Ozyazgan vd.,
1992) ve diger bazi otoimmun hastaliklarda da kullanilmaktadir (Kayaalp,

19987,

Siklofosfamidin en sik gériilen yan etkisi bulanti, kusma ve diger
sindirim sistemi bozukluklari ile kemik iligi baskilanmasidir. Siklofosfamidin
sinir dozunda gdsterdigi toksisitenin kemik iligini baskilayicl toksisite
oldugu ileri sirilmusttr (Thatcher vd., 1988; Ayhanci vd., 2009). Kemik
iligi depresyonuna bagli olarak I6kopeni, trombositopeni ve bazi
hastaliklarda alopesi gelismektedir (Banham vd., 1985). Siklofosfamidin
sicanlarda alopesi yaptigi deneysel bir calismada gdésterilmigtir (Hussein,
1995). Siklofosfamid 6zellikle daha 6nce kemoterapi gérmus hastalarda
I6kopeni yapmaktadir (Bramwell vd., 1987).

Siklofosfamidin en bliylik potansiyel toksik etkisi hemorajik sistit olup
bu doz kisitlayici bir yan etkidir. Uzun slreli veya yiiksek doz siklofosfamid
tedavisinden sonra hastalarin %40nda hemorajik sistit gelistigi
bildirilmistir. Hemorajik sistit, siklofosfamidin aktif metaboliti olan ACR
tarafindan Griner epitelin hasar gérmesi sonucu olusur. Hemorajik sistit
birkag saat icinde gelisir ve tedaviyle bir iki hafta iginde dizelir (Miller vd.,

1994).

Bu nitrojen mustard grubu sitostatik ilacin Grotoksisitesi sadece
alkilleyici aktivitelerine baglanmamistir. Bununla beraber Grotoksisiteden
siklofosfamidin hepatik mikrozomal enzimatik hidroksilasyon yoluyla
Uretilen 4-hidroksi metabolitlerinin ve &zellikle de renal ACR saliniminin
sorumlu oldugu bilinmektedir. Ancak yine de ACR detoksifikasyonu



hemorajik sistit semptomlarini tamamen engellemez (Brock vd., 1982;
West, 1997).

2.2. Siklofosfamid ve Bobrek Hasari

Bobrek bircok kemoterapi ilacinin  atildigi organdir. Ilaglarin
metabolitleri de bobrekleri duyarli hale getirebilmektedir. Genel olarak
glomerdl, tibll, damarlar semptomatik olmayan kreatinin ylksekliginden
ve diyaliz gerektiren akut bobrek yetmezligine kadar uzanan dizeyde
bdbrek islev bozuklugu olusabilmektedir. Cesitli potansiyel risk etkenleri
arasinda; nefrotoksik potansiyele sahip kemoterapi ilaglari, yasllik, ilave
ilac kullanimi (non-steroid anti-inflamatuvar kullanimi), hipertansiyon,
diyabet ve kalp yetmezligi sayimaktadir. Ilacin nefrotoksisite nedenli
mekanizmasinin  arkasinda idrar sediment anomalileri, elektrolit
dengesizlikleri ve ¢ok yaygin bir sekilde azalan glomeriler filtrasyon hizi
bulunmaktadir (De Jonge, 2006). Siklofosfamidin bobrekteki toksik etkileri

Sekil 2.3'te dzetlenmistir.
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Sekil 2.3. Siklofosfamidin bdbrek hasar mekanizmasi (Yousefipour vd., 2005).

Akrolein glutatyon ile baglandiktan sonra hiicresel hasara neden olur
ve hicre icinde glutatyon diizeylerini azaltir (Ohno, Ormstad, 1985). ACR
glutatyon badiml antioksidan sistemi bozar ve serbest oksijen
radikallerinin Gretimini artirir. Bu serbest radikaller damar iginde nitrik
oksit/nitrik oksit sentaz (NO/NO sentaz) sisteminin bozulmasindan dolayi
artarlar (Yousefipour vd., 2005).



Siklofosfamid nedenli nefrotoksisitede tlbller islev bozukluguyla
birlikte glomeriler filtrasyon hizinda da cesitli azalmalar goralar
(Abraham, Rabi, 2009). Siklofosfamid uygulanmis fare bdbreklerinde
glomeriler nefrit, interstisyel 6dem ve kortikal tubil hicrelerinde
vakualizasyon gérlir. Siklofosfamid uygulanan siganlarin bobreklerinde
lizozomal enzim aktiviteleri azalir ve protein igerigi artar. Lizozomal enzim
aktivitelerinin azalmasi renal hasara katkida bulunur (Abraham, Indirani &

Sugumar, 2007).

Lipid peroksidasyonu ACR Uretiminden dolayi siklofosfamid nedenli
toksisitelerin ana nedenlerinden biridir. Malondialdehid bir reaktif aldehid
ve oksidatif stresin belirteglerinden biri olup lipid peroksidasyonunun son
drinadar (Kim vd., 2012). Siklofosfamidin toksisitesi 2 mekanizmanin

toplam etkisiyle olusur;

1. Nikleofillerin  dizeylerinin  azalmasi (6rnegin  akrolein ile
glutatyonun etkilesimi),

2. Nitrik oksit ve oksijenin birleserek hiicrede lipid ve proteinlerin
hasarlanmasina neden olan peroksinitriti olusturmasi.

Makrofaj, notrofil ve monositler inflamatuvar hicreler olup ROS
uretirler. Bu ROS’lar ylksek reaktivitelerinden dolayi protein ve ntkleik
asitlerle etkileserek doku hasarina neden olurlar (Abraham, Sugumar,
2008; Bhatia vd., 2008).

2.3. Selenyumun Genel Ozellikleri

Hlcreleri koruyan antioksidan mekanizmada kilit mineral olan
selenyum (Se), 1817 yilinda Berzelius tarafindan Isveg'te kesfedilmistir
(Kim, Mahan 2003; Kieliszek vd., 2012). Selenyum, periyodik tabloda VI A
alt grubunda yer alan bir elementtir ve ayni grupta yer alan sualfir ile
kimyasal 6zellikleri blylk benzerlik gbsterir. Selenyum; havada ve suda
erimis olarak, ayrica toprak ve kayalarda kati halde bulunur. Buralardan
bitkilere, mantarlara, bakterilere ve insanlara gecer, sonra tekrar dogaya
doner (Blylkakyliz vd., 2000). Dodadaki ortalama yoguniugu 0.09 ppm
(parts per million = milyondaki partikil orani) olarak bulunmustur.
Kandaki selenyum dizeyi 60-100 pg/L'dir. Basta karaciger ve bobrek
olmak (zere insanin tim dokularinda bulunmaktadir. Selenyumun, insan
beslenmesi igin gerekli oldugu, dislk selenyum yodunluguyla Keshan
hastahdi arasindaki iliskiyi kesfedinceye kadar bilinmiyordu. Yaygin olarak
Cin genclerinde gdérillen bu geng cocuk kardiyomyopati pek gok gocugun
6limiine neden olmus ve haftada 0.5-1 mg selenyum uygulanmasiyla
tamamen tedavi edilmistir (Combs, Gray; 1998).

Selenyum, Dbiyolojik etkilerini, vyapisinda baslica selenosistein
aminoasidi bulunan selenoproteinler yoluyla gésterir. Allan vd., (1999) 30-



50 tir selenoprotein varhidini  saptamiglardir.  Selenoproteinlerin
antioksidan ozellikleri serbest radikaller tarafindan olusturulan htcresel
zarari 6nlemeye yardimci olur. Yapisinda selenyum yer alan ve antioksidan
savunma mekanizmasinin 6nemli bir Uyesi olan glutatyon peroksidaz
bulunan ilk selenoproteindir. Selenyum, dokularda genellikle selenosistein
ve selenometiyonin olmak (zere iki formda bulunur. Selenosistein;
prokaryotik ve Okaryotik yasamda, selenyumun yukseltgenme ve
indirgenme reaksiyonlarina katilan enzimlerin aktif b&limuni olusturan
biyolojik olarak etkin formudur. Selenometiyonin; beden iginde
sentezlenemez ve beslenme yolu ile alnir. Selenometiyonin, selenyum
elementini depolayan bir yapi olarak disintlmektedir (Rayman, 2000;

Tran vd., 2010).
2.3.1. Selenyum kaynaklari

Selenyum, hayvan dokularinda proteinle birlestiginden et, et Grinleri
ve balik en glvenilir kaynaklardir. Tahil ve tohumlar da yetistidi topragin
icerigine bagh olarak gesitli miktarlarda selenyum icermektedir (Gebre vd.,
1984; Dongbo vd., 2015). Bitkiler selenyumu yetistirildikleri topraktan
alirlar (Groff, Gropper & Hunt, 1995). Baz besinlerin yluksek dlzeyde
selenyum  igerdigi  bilinmektedir. Besinsel selenyum  gogunlukia
selenometiyonin ve selenosistein gibi organik bilesikler seklinde olup
baslica tahillar, et, maya ve sebzelerle alinir (Cao vd., 2004). Genellikle
hayvansal gidalarda 06zellikle ette selenyum bilesikleri, bitkilerdekine
oranla daha fazladir. Selenyumca fakir toprakli Ulkelerde hayvanlarin
yiyeceklerine sodyum selenit eklenmesi yaygin bir uygulamadir. Bazi
baliklar disinda, deniz (riinlerinin selenyumun en iyi kaynagdl olduguna
inanilmaktadir (Groff, Gropper & Hunt, 1995; Burk, 1990).

2.3.2. Selenyumun bedende emilimi

Bircok selenyum formu, proteinlerin igerisindeki aminoasitlerin birer
parcasl olarak bedene girer. Hayvan ve bitkilerde bulunan selenomethionin
ve selenosistein, bedene giren ilk 6nemli selenyum formudur (Burk,
1990). Selenosisteinin ilk emilimi ince bagirsak gevresinde olurken midede
emilim hemen hemen hig gerceklesmez. Selenometiyonin, ince bagirsakta
tamamina yakin bir oranda emilir. Selenyumun diger formlari da
selenometiyonine benzer sekilde emilir. Bu elementi inorganik formlarinin
emilimi badirsak icerigine bagh olarak degisiklik gosterir. Bu degisiklik
%50 ila %100’lere kadar ulasabilir. Beden selenyum dizeyi bu emilimi
engellemez. Selenyumun emiliminin baskilanmasi ya da tegvik edilmesi
birgok besinsel faktérle yakindan iliskilidir. Indirgenmis glutatyon ile
birlikte A, C ve E vitaminleri bu elementin emilimini artirir. Bunlarin
aksine, civa gibi agir metaller elementin emilimini azaltir (Groff, Gropper &

Hunt, 1995).



2.3.3. Selenyumun bedende depolanmast

Glutatyonun bir parcasi olarak kalp, karaciger, bobrek, akciger,
pankreas ve kas yiliksek dlizeyde selenyum igerir. Bedende en gok
karacigerde bulunur (Burk, 1990; Groff, Gropper & Hunt, 1995). Kirmizi
kan hiicrelerinin plazmaya gére 4 kat daha fazla glutatyon igeriyor olmasi
dikkate deder bir gercektir (Powers, Ji & Leeuwenburgh, 2001).

2.3.4. Selenyumun bedenden uzaklastiriimasi

Selenyumun diskiyla atilimi ¢ok fazla gérilmez, bunun yerine idrarla
atilmasi normal fizyolojik surecte izlenen temel yoldur. Yiksek doz
selenyum alimi, elementin solunum yoluyla dimetilselenit geklinde
uzaklastirilmasina yol acar. Akciger yoluyla kayip, ugucu selenyum
bilesiklerinin neden oldugu sarimsak kokusu ile karakterizedir (Burk,

1990; Groff, Gropper & Hunt, 1995).
2.3.5. Selenyumun fizyolojik gorevleri

Hayvanlarda selenyum igeren, 11 selenoprotein tirld bulundugu
bilinmektedir. Bu selenoproteinler redoks enzimleri olup, antioksidan
sistemde, kanser mekanizmasinda ve tiroid hormon iglevierinde gorev
alirlar. Bazi hipotezlere gore, sitokrom p450 sisteminin korunmasinda,
DNA onariminda, enzim aktivasyonunda ve bagisiklik sisteminin isleyisinde
gorevleri vardir. Selenoprotein ailesinde basta glutatyon peroksidaz olmak
lizere, iyodotronin deiodinaz ve tioredoksin reduktaz bulunur. Ektraselller
bir protein olan selenoprotein P, oksidatif yaralanma ve selenyum
tasinmasinda gorev alir. Hicre igerisindeki toplam glutatyon peroksidaz,
2:1 oraninda sitozol ve mitokondriyal matriks arasinda dadilmistir. Buglne
kadar 4 farkl glutatyon peroksidaz tanimlanmistir. Glutatyon peroksidazin
3 formu (sitozol, plazma ve fosfolipid hidroperoksit) ve selenoprotein P,
antioksidan sistemlerin en dnemli unsurlaridir (Balakrishnan, Anuradha,

1998; Tran vd., 2010).

2.3.6. Bedende selenyum eksikligi

Selenyum eksikligi insanlarda, bazilari élimcll olabilen oldukga genis
kapsamli belirtilere yol agar. Buna iliskin ilk kanitlar 1979 yilinda Cin'de
bilim adamlarinin selenyum eksikligi ile ortaya ¢ikan Keshan ve Kashin-
Beck’s hastaliini bulmalan ile elde edildi. Keshan hastaligi kardiyojenik
soka ve bazi durumlarda konjestif (kan goéllenmesine neden olan) kalp
yetmezligine neden olabilen bir durumdur. Kronik durumlarda hasta gesitli
derecelerde kalp yetmezligi ve kalp blyumesi ile karsi karsiya kalir (Burk,



1990; Groff, Gropper & Hunt, 1995). Keshan hastaligi genellikle gocuklari
ve geng kadinlar etkilerken, Kashin-Beck’s hastaligi erken genglik
déneminde etkisini gosterir. Bu hastalik gesitli tiplerde kireglenme ile
sonuglanir. Hastalik genellikle sinirlerin ve kikirdak doku hicrelerinin
bozulmasi ile belirgindir. Kikirdak doku hiicrelerinin harabiyeti, clcelik ve
eklem bozukluguna neden olur (Burk, 1990). Selenyum eksikligi
semptomlari; kas adrilari, kilo kaybi, sag ve deride pigment kaybi, tirnak
yataklarinda beyazlamadir (Groff, Gropper & Hunt, 1995). Antioksidan
Ozellige sahip, kalp ve iskelet kaslarinda bulunan selenoprotein W
eksikliginde, beyaz kas hastali§i goriilmektedir (Tran vd., 2010).

Selenyum eksikligi diger elementlerle etkilesimden de meydana
gelebilir. Kursun ile selenyum etkilesir ve elementin doku duizeyini belirgin
sekilde azaltir. Bu olayin mekanizmasi tam olarak agiklanmamis olmakia
birlikte, her iki elementin de silfidril gruplarina baglaniyor olmasindan
kaynaklandigina iliskin goérisler 6ne sirilmektedir. Gérinlse gbre, demir
ve bakir da selenyum ile etkileserek elementin dokuya alimimint engeller.
Beden azalmis metiyonin dlzeyi ile karsi karsiya kaldiginda bu agigi beden
proteinlerine selenometiyonin baglayarak kapatir ve bu da bedende
erisilebilir serbest selenyum dtizeyini dusirir (Burk, 1990).

2.3.7. Selenyum ve kanser

1949’'da Clayton ve Baumann ve onlardan yirmi yil sonra da
Shamberger (1969) hayvanlarla vyaptiklari calismalarda selenyumun
kimyasal karsinogenezisi baskiladigini belirlediler. Takip eden vyillarda
insanlarda kanser ve selenyum arasinda ters bir oranti oldugunu belirten
bulgulara rastlandi. Bununla ilgili ilk raporlar Shapiro (1972) ve Schrauzer

(1976)" den geldi.

1980'lerde selenyumun hayvanlarda kanseri engelledigi yolunda
yayinlar giindeme gelmeye basladi. Griffin ve Lane (1981) selenyumun
inorganik formlari olan selenit ve selenyum dioksitin kanserde etkilerini
ozetlediler. Ikinci yayin, Milner ve Hsu’dan (1981) geldi. Milner ve Hsu,
selenyumun vyalnizca inorganik formlarinin dedil, organik formlarinin da
kanserli hticre c¢odalmasini Onledigini kanitladilar. Farelerde yapilan
calismalarda; kanserli hiicre  cogalmasini  selenometiyonin  ve
selenosisteine gibi selenoaminoasitler kadar selenit, selenat ve selenyum
dioksitin de baskiladigi goérildi. Son 20 yilda hicre kdlturd ve hayvan
modelleri calismalarinda bircok selenyum bilesiginin kanser olusumunu
Onleyici islevi belirlendiyse de tim selenyum bilesiklerinin bu etkiye sahip
olmadigi da bulgular arasindaydi. Ornedin hayvanlarda 1-1,5 ppm’nin
altindaki diyetsel selenyum takviyesinin olusumunu &nleyici iglevi olmadigi
gorildi (Combs, Grey, 1998).
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2.3.8. Selenyum toksisitesi

Selenyum, dusik miktarlarda yararl fakat ylksek miktarlarda toksik
etki gosterir. Selenyumun organik veya inorganik uzun sdreli alinimi
kronik toksisiteye neden olur. Selenometiyonin, selenit ve selenat
selenyumun toksik bilesikleridir. Selenyumun 1 mg/kg ve ustindeki
dozlan toksik etkiler yapabilir. Bu yiksek dozlar: karaciger, kalp ve iskelet
kasi hasarina neden olabildigi gibi, sag kaybi, tirnaklarda beyazlama,
adizda sarimsak kokusu, metalik tat, deri bozuklugu, sindirim sistemi
rahatsizligi, bulanti ve kusma, letarji, depresyon, sinirlilik, duyusal
bozukluklar, kilo ve dis kaybi, selenozis ve kronik selenyum toksisitesi ile
karakterizedir. Dahasi asiri doz semptomlari ates, solunum artmasi,
sindirim sisteminde bozukluk, felg¢ ve g¢ok ekstrem durumlarda 6l0m
gorulebilir (Dodig, Cepelak, 2004).

2.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bélgede ve cift olarak
bulunurlar. Molekillerin gogu cift elektronlu, az sayidaki molekdller ise tek
yani eksik elektronludur. Eksik elektronlu molekdller bulabilecekleri
herhangi bir molekdl ile iletisime girerek, ya bir elektron alir, ya da ona bir
elektron verirler. Fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda bagka
molektller ile kolayca elektron alisverisine girip onlarin yapisini bozan bu
molekillere serbest oksijen radikalleri (SOR) veya reaktif oksijen tarleri
(ROS=reactive oxygen species) denir (Halliwell, Gutteridge, 1990).

Fizyolojik kosullarda serbest oksijen radikallerinin  bedende
bulunmasinin yasamsal 6nemi vardir. Badisiklik sistemiyle antijenlerin
ortadan kaldirilmasinda ozellikle de fagositozda énem tasirlar (Hamptom,
Kettle & Winterbourn, 1998).Hicresel haberciler olarak veya redoks
durumu Uzerinden htcresel iletisim veya hlcrelerin biyogenezinde (Sen,
2001); ayni zamanda detoksifikasyon, glikojen depolanmasi ve enzim
aktivasyonunda gorev alirlar (Jenkins, 2000). Kas kasilmasinda da 6nemli
gorevleri vardir. Serbest oksijen radikallerinin baskilanmasi kas liflerinin
kasilma gicinde kayba, tersine artirilmasi kasilma guclnde artisa neden

olmaktadir (Reid, 2001).

Serbest oksijen radikallerinin en Onemlileri stperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleridir (Halliwell, Gutteridge, 1990). Hidrojen
peroksit zarlardan kolaylikla gegtiginden hicreler zerinde bazi fizyolojik
gérevleri olabilir, fakat giftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal
olarak adlandirilamaz. Bu nedenle serbest oksijen radikalleri, slperoksit
gibi radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar igin ortak
olarak kullanilan bir terimdir (McCord, 1993).0ksijen molekult, orbitalinde
giftlenmemis elektron tasiyorsa slperoksit radikali olarak adlandirilr.
Diger serbest oksijen radikalleri grubunda ise normal oksijenden gok daha
hizli bir biyolojik molekul olan tekli (singlet) oksijen bulunmaktadir. Tekli
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oksijen moleklll yapisinda iki adet giftlenmemis elektron tagir. Tekli
oksijen hiicre zarlarindaki goklu doymamis yad asitleriyle dogrudan
reaksiyona girerek lipit peroksitlerin olusumuna yol acar (Halliwell, 1991).

Organizmada pek cok tilirde serbest oksijen radikali olugabilir. Ancak
en sik olarak lipid yapilarla olusur. Doymamis yag asitlerinin alil
grubundan bir hidrojen cikarsa lipid radikali olusur. Olusan lipid radikali
oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikalini olugturur. Lipid
peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baglatir ve lipid
hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlar lipid
peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller ylksek derecede sitotoksik
trinlere de donlsebilir. Bunlar arasinda en c¢ok bilinen drin aldehid
grubundan malondialdehid (MDA)tir. MDA (¢ ya da daha fazla cift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir. Olugsan MDA,
hiicre zarlarinda iyon alisverisine etki ederek zardaki bilesiklerin Gapraz
baglanmasina yol acgar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
dedisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle,
DNA’nin nitrojen bazlarn ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayi
mutajenik, hicre kdltirleri icin genotoksik ve karsinojeniktir (Porter,

1984; Kalender vd., 2002).

2.3.1. Serbest oksijen radikalleri ve oksidatif stres

Serbest oksijen radikalleri oldukca dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif
molekiller olup, elektronlari hiicredeki diger molekdllerle etkilesime
girerek oksidatif stres meydana getirirler. Oksidatif stres, organizmadaki
prooksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Radikaller; lipidler, proteinler ve nlkleik asitler gibi temel hicresel
bilesenlerde hasara yol agabilme &zelligine sahiptir. Olusan bu hasarin
kanser, ateroskleroz, amiloidoz, yasa badh badisiklik yetersizligi ve
hipertansiyon gibi gesitli hastaliklar ile iligkili oldugu ve biyolojik yaglanma
stirecinde rol oynadidi bilinmektedir (Kopani vd., 2006).

Serbest oksijen radikalleri; aktive olmus fagositler, antineoplastik
ajanlar, radyasyon, aliskanlik yapan maddeler, gevresel ajanlar ve stres,
kiiglik molekdllerin otooksidasyonu, enzimler ve proteinler, mitokondriyal
elektron tasima sistemleri, peroksizomlar, plazma zarn ve oksidatif stres
yapicl durumlardan kaynaklanabilir. Serbest oksijen radikalleri hicrelerin
protein, DNA, karbonhidrat, lipidler, enzimler ve diger molekul gruplari ile
reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini etkilerler. Ekstrasellller
matrikste hyaluronik asit ve kollajen yapisinda degisiklik meydana
getirerek dokularda hasara neden olurlar. Zar yapisinda yer alan
fosfolipidlerdeki doymamis yad asitlerinin peroksidasyonu ile dogrudan
hiicrelere zarar verirler. Ayrica lizozom ve mitokondrileri gevreleyen
zarlarin gecirgenligini artirarak pargalarlar. Bedende her sey dlzenli
cahgirsa dislk dlizeyde ortaya cikan bu etkiler temizleyici enzimler ve
antioksidan maddelerle etkisiz hale getirilirler. Bunlarin Uretimleri
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organizmanin temizleme olanaklarini astidinda dokuda yikim baslar
(Halliwell, Gutteridge, 1990; McCord, 1993).

2.3.2. Oksidatif stres kaynakli bébrek hasari

Bazi nefrotoksik ajanlarin bdbrekteki toksik etkisi stperoksit anyonu
(07, hidrojen peroksit (H20,), peroksinitrit (ONOO"), hidroksil radikali
(OH") ve hipoklorik asit (HOCL") gibi hicredeki normal metabolik isleyig
sirasinda ortaya cikan, paylasilmamis bir veya daha fazla elektronu olan
atom ya da molekullerden olusan serbest oksijen radikallerinin Gretimi ile
olur. Oksidatif stres kaynakli bobrek hasari glomeriler, tibllointerstisyel
ve endotelyal degisiklikleri igerir. Akut bobrek yetmezligi ile beraber olan
oksidatif stres hasari serbest oksijen radikallerinin olusumu ve antioksidan
ajanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Bazi ilaglarin
nefrotoksik etkileri serbest oksijen radikali olusumunun artigi ile ilgilidir
(Parlakpinar, Oriim & Acet, 2012).

2.4. Antioksidanlar

Protein, karbonhidrat, lipid ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren maddeye antioksidan (AO) denir.
Normal kosullarda metabolizmanin (rettigi serbest oksijen radikalleri
antioksidan maddeler tarafindan sirekli olarak etkisiz hale getirilirler.
Organizmada yer alan antioksidan savunma sistemleri serbest oksijen
radikallerini etkisiz hale getirebildikleri slirece patolojik bir durum ortaya
citkmaz. Ancak denge antioksidanlarin aleyhine bozuldugunda gdgll bir
hasar olarak olusan oksidatif stres, lipid, karbonhidrat ve proteinler
Uzerine etki ederek, hiicrede zar hasari, karsinojenez veya mutajenez gibi
olumsuz gelismelere yol agabilir. Bu nedenle, serbest oksijen radikalleri ve
antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasi organizmanin canhhgini
strdirmesi agisindan énemlidir (Yalgin, 1998).

Antioksidanlarin serbest oksijen radikalleri lzerine etkisi dort sekilde
olur (Valko vd., 2006);

1.SOR’lari tutma veya daha zayif yeni molekiile gevirme geklindeki
toplayict etki (antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kigik

molekdller bu tip etki gosterirler),

2.SOR’a bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle donustlirme seklindeki bastirici etki (vitaminler, flavanoidler bu tarz

bir etkiye sahiptirler),
3. SOR zincirlerini kirarak islevlerini engelleyen zincir kirici etki

(hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler),

4. SOR’larin olusturduklar hasarin onarilmasi gseklinde onarici
etkidir.
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Antioksidanlar, endojen veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen
kaynakli antioksidanlar arasinda slperoksit dismutaz, katalaz, mitokonrial
sitokrom oksidaz, melatonin, transferin, hemoglobin, albimin sayilabilir.
Askorbik asit, folik asit, a-tokoferol, allopurinol, demir gselatorleri,
barbitiiratlar gibi vitamin, ilac ve gidalarda bulunan gesitli maddeler ise
eksojen kaynakli antioksidanlar olustururlar (Yalgin, 1998).

2.4.1. Enzimatik antioksidanlar

2.4.1.1. Rediikte glutatyon

Glutatyon (GSH), organizmanin bitin hicrelerinde bulunur ve
hiicrelerin protein yapisi disindaki silfidril grubu igeriginin %90 kadarini
olusturur. Zararl bilesiklerin etkisizlestirilmesinde énemli gérevleri vardir.
Tripeptit yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif stres ve
radyasyona karsi hicrelerin korunmasinda onemli rol oynar (sekil 2.4).
Sitozolik GSH redoks doéngusiinde substrat olarak gorev alirken, reaktif
oksijen tirlerine karsi direkt olarak da savunma yapabilir (Knapen vd.,

19995,

_SH
1
HN. _~_ _A_ .. . _~NH._ - COOH
) I. o - h H - .:l_,.-" S
0

COOH

Sekil 2.4. Redukte glutatyonun yapisi (Knapen vd., 1999)

Hicrede milimolar derisimde bulunan glutatyon baslica redikte
formda (GSH) bulunur ancak okside formda (GSSG) distlfid dimeri olarak
da bulunabilir. RedUkte glutatyonun hiicresel seviyesi y-glutamil
transpeptidaz, aminoasit tasiyicilari, glutatyon sentetaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktazi iceren ¢oklu bir enzim sistemi
tarafindan korunur (Cnubben vd., 2001).

Redlkte glutatyon radikal kaynakl hasara karsi koyarken antioksidan
enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir radikal tutucusu (scavenger)
gibi davranir. Glutatyon ozellikle peroksidaz ve reduktaz enzimlerinin
aktiviteleri icin son derece 6nemlidir. Okside glutatyon da indirgenmis
glutatyonun vyukseltgenmesiyle olusur. Oksidatif stres slrecinde, GSH
dlzeyi azalirken, okside glutatyon dlizeyi artar. Bu durumda biriken su ve
organik hidroperoksitler glutatyon peroksidaz ve rediktaz etkisiyle
ortadan kaldinlirlar. Bu bilesigin aktif bir sekilde hiicre disina ¢ikariimasi
GSH tikenmesine yol agmaktadir. GSH, hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine ddénismesini de engeller. Proteinlerdeki  sulfidril
gruplarinin redikte halde kalmasini sadlar ve bu gruplari oksidasyona

kars! korur (Knapen vd., 1999).
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2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hidrojen peroksitlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tetramerik ve 4 selenyum atomu
iceren sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli enzim sistemi GSH-Px ve
GSH-Rd glutatyon harcayarak suyun (H»0;) reduiksiyonunu Kkatalizler
(Cnubben vd., 2001).

H,0, + 2GSH GSH-Px GSSG + 2H;0
e
ROOH + 2GSH GSH-Px GSSG + ROH + H;0
—_—

Glutatyon peroksidazin selenyuma bagli ve bagimsiz 2 izomeri vardir.
Selenyuma bagh izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu
enzim hem hidrojen peroksiti hem de organik peroksitleri kullanabilir.
Selenyumdan badimsiz GSH-Px ise, hucrenin mitokondri (%30) ve sitozol
(%70) fraksiyonlarinda vyerlesip, vyalnizca lipid hidroperoksitlerini
metabolize edebilmektedir (Cnubben vd., 2001).

Selenyum badimh Uyelerden, GSH-Px-1 veya hicresel glutatyon
peroksidaz blitliin hicrelerde bulunabilen, tetramerik yapida, sitozolik bir
enzimdir. Eritrosit, bébrek ve karacigerde yliksek miktarda bulunur. GSH-
Px-2 veya gastrointestinal glutatyon peroksidaz insanlarda karaciger ve
sindirim sisteminde (retilir;, ama bdbrek, kalp, akciger, plasenta ve
uterusta bulunmaz. GSH-Px-3 veya plazma glutatyon peroksidaz
plazmanin lipid kismindan izole edilmis bir glikoproteindir ve akciger,
plazma ve diger ekstrasellller sivilarda bulunur. GSH-Px-4 veya fosfolipit
glutatyon peroksidaz sitozolde, mitokondri ve hicre zarinda bulunur. GSH-
Px-5 veya epididimal glutatyon peroksidaz selenyum badl degildir ve
yalniz epididimiste uretilir. GSH-Px-6 hicresel glutatyon peroksidaz ile
homoloji gosterir, burun epiteli ve embriyolarda yapilir (Haan vd., 1998;
Knapen vd., 1999).

2.4.1.3. Glutatyon rediktaz

Okside glutatyon, NADPH bagh flavo enzim olan glutatyon rediktaz
(GSH-Rd)tarafindan redikte formuna (GSH) indirgenir (Knapen vd.,
1999).

GSSG + NADPH GSH-Rd 2GSH + NADP
e

Glutatyon reduktazin kalitimi otozomal dominanttir, 8. kromozom
Uzerindedir. Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagilimi gbsterir. GSH-
Rd, flavin adenin dinukleotid (FAD) icerir, NADPH’den bir elektronun
GSSG'nin disllfid baglarina aktariimasini katalizler (Sekil 2.5). Bu nedenle
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NADPH serbest radikal hasarina karsi gereklidir ve kaynagdl pentoz fosfat
yoludur (Ozkan, Fiskin, 2004).

—~ 2 G5SH i
Gruatyon |~ 2N A L
Peroksidaz o
\\P . J,'.\Mthu]ﬁaz ‘ Penioz
GS5G — y—NADPH #— Fosfat
+
H Yolu
2H.0

2

Sekil 2.5. Glutatyon redoks déngist (Knapen vd., 1999)
2.4.1.4. Siiperoksit dismutaz

Siperoksit dismutaz (SOD) superoksit anyonunun (Oz’) hidrojen
peroksite dismutasyonunu katalizler.

Ox+ Oy + 2HT SOD , H0; + O3

Siiperoksit dismutaz, gulutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen
radikalleriyle olusan hasara karsi basglca enzimatik savunma
mekanizmalaridir. Siperoksit dismutaz ile O,’'nin dismutasyonu ile su
ctkarilmasi hiicre icin biyolojik avantaj saglar. Hiicreden su cikarilmasi igin
sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile birlikte
calisir (Smith, Hill & Lehmal, 1983).

Stiperoksit dismutaz enziminin bakir-ginko (Cu-Zn) SOD ve mangan
(Mn) SOD olmak (izere iki tipi vardir. Bunlarin hicre igindeki dadilimi;
tetramerik Mn formunun esas olarak mitokondriyal matrikste, kismen
sitoplazmada; dimerik Cu-Zn formunun ise esas olarak sitoplazmada ve
kismen mitokondri zarlari arasi alanda bulunmasi seklindedir. Karaciger
hiicrelerinde, yaklasik %70'i sitoplazmada bulunmaktadir. Cu-Zn SOD
enziminin aktivitesi bakira, konformasyonu ise ginkoya baghdir (Blum,
Fridovich, 1985; Mena vd., 1991).

Siiperoksit dismutaz aktivitesi bakimindan dokular arasinda fark
vardir. Karaciger, adrenal bez, bobrek ve dalakta en ylksek dizeydedir.
Enzimin aktivitesi, doku oksijenasyonuna duyarli olan biyosentezi
aracihdiyla dizenlenmektedir (Southorn, Powis, 1998).

2.4.1.5. Katalaz
Katalaz (KAT), yapisinda hem grubu igerdiginden bir hemoprotein

olarak kabul edilmistir. Kan, kemik iligi, karaciger, bdbrek ve mukoz
zarlarda yiUksek miktarda bulunmaktadir. Su olusum hizinin disiik oldugu
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durumlarda peroksidatif tepkimeyle (tepkime 1) veya su olusum hizinin
ylksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen
peroksiti suya donistirerek ortamdan uzaklastinr. Katalaz daha gok
hidrojen peroksitin arttigi durumlarda etkilidir (Anderson, Meister, 1998).

H,O> + AH, — 2H,0 + A (tepkime 1)
H>05; + H>0, — 2 H>0 + O (tepkime 2)

Katalaz daha cok peroksizomlarda, glutatyon peroksidaz sitozol ve
mitokondride birbirlerini tamamlayici bir yerlesim gosterirler. Boylece
hlicre ici su dlizeyini etkin bir sekilde dizenlerler (Burk, 1990).

2.5. Toplam Antioksidan Seviye ve Oksidatif Stres Indeksi

Normal kosullarda organizma, dis ve/ya i¢ nedenlerle olusan serbest
oksijen radikalleri ve bunlara bagli gelisen oksidatif stres ile savasan
karmasik bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Bedenin olusan
oksidan durumlara karsi redoks ayarini sirdirebilmesinde, kanin gok
6nemli gorevleri vardir (Yao, Reddy & McElhinny, 1998).

Toplam antioksidan seviyesine (TAS) en blylk katki plazmada
bulunan antioksidan molekiillerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri
toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest
oksijen radikallerini kapan zincir kirici antioksidanlar da bulunmaktadir.
Albumin, Urik asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan
durumun %85’inden fazlasini olusturur. Bu fark kanda bilirubin,
indirgenmis glutatyon, flavonoidler, a-tokoferol ve p-karoten gibi
antioksidan durumun bilesenlerine nazaran albumin, Urik asit ve askorbik
asitin dlizeylerinin fazla olmasina badlidir. Plazmada antioksidanlar
etkilesim icindedir. Bu sinerjizme ornek olarak; glutatyonun askorbati,
askorbatin da tokoferoli yeniden aktiflestirmesini saglamas: verilebilir.
Oksidatif stres ve antioksidan durumun dederlendirilmesi igin birgok
belirte¢ ve bunlari &6lgen farkh yodntemler bulunmaktadir. Ancak bu
belirteclerin ayrn ayr 6lclilmesi hem zaman alici hem de masraflidir. Bu
nedenle son yillarda toplam oksidan seviye (TOS) ve (TAS) dlcilmekte ve
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir (Ghiselli, Serafini & Natella,
2000; Erel, 2004; Tarpey, Wink & Grisham, 2004).

L7



3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda yaklasik 3 ayhk, erkek, 200+20 gram adirhiginda,
saghkl, Sprague-Dawley cinsi, albino siganlar kullanildi. Tim deney
hayvanlari T.C. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi'nden (TICAM) temin edilerek deney siresince 12:12
aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1si (22+2 C°) ve nemi (%45-50)
otomatik ayarlanmis odalarda yasatildi.

Bu calisma ESOGU Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun 27.02.2013
tarihli ve 320/2013 nolu karar ile kabul edilmis ve ESOGU Bilimsel
Arastirma Projeleri kapsaminda (proje kodu: 2014-254) desteklenmigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Selenyum
Siklofosfamid
MDA (TBARS)

: Sigma 209643-50 gr, ABD
: Sigma C0768-10 gr, ABD
: Cayman 10009055, Kanada

GSH : Cayman 703002, Kanada
SOD : Cayman 706002, Kanada
Katalaz : Cayman 707002, Kanada

Antioksidan Assay Kit
Sistatin C Elisa Kit
Kreatinin

Hematoksilen sollisyonu
Eozin sollisyonu

Izotonik NaCl gozeltisi

: Cayman 709001, Kanada
: R&D, ABD

: Biolabo 80107, Fransa

: Thermo, ABD

: Thermo, ABD

: Eczacibasi, Turkiye

Ksilen : Merck, Almanya

Formaldehit : Merck, Almanya

Ksilazin : Sigma X1126-1 gr, ABD
Ketamin : Richterpharma ag, Avusturya

Etanol absolu

Xylenol Orange Tetrasodium Salt

Gliserol

: Merck, Almanya
: Sigma 398187-5 gr, ABD
: Sigma 49770-1L, ABD



o-Dianisidin dihidroklorit : Sigma D3252-5 gr, ABD

2-Tiyobarbitlirik asit : Sigma T5500-100 gr, ABD
Fosfotungstik asit hidrat : Sigma P4006-25 gr, ABD
Diamond Tips Eco-pack D200 : Gilson, ABD

ABTS : Sigma, A1888-5 gr, ABD
Hidrojen peroksit : Sigma, 216763-500 mL, ABD
Sodyum asetat : Sigma S8750-1kg, ABD

3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Hassas Terazi : Super Scale-Jadaver, Turkiye
Etuv : EN 120, Nive inkUbator, Turkiye
Masa Ustii Santrifiij Cihazi : NF 400R, Nlve,Tirkiye
Karistirici (Vortex) : MX-S(F), Dragon Lab, Cin

Kan Sayim Cihazi : MS 45, Fransa

Mikro plaka okuyucu : VersaMax, Kalfornia, ABD
Mikrotom : Leica RM 2125, Tlrkiye

Dijital kamera sistemi : Olympus DP70, ABD

Istatistik Paket Programi : SPSS 21.0, ABD

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi
3.3.1. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Her kafeste en fazla 4 hayvan olacak sekilde yerlestirildi ve butun
deney hayvanlari enjeksiyondan &nce bir haftalik karantinaya alindi.
Hayvanlar ilk enjeksiyondan ve oldiriimeden o6nce tartilarak adgirhiklari

saptandi.

Deney bittiginde, tim sicanlarin etik kurallarina uygun olarak,
ketamin/ksilazin anestezisi altinda goglsiu acllip ylrede enjektorle
girilerek alinan kan yapilacak isleme gdre, normal veya EDTA'l tiplere

alindi.
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3.3.2. Deney gruplari

Deney hayvanlari arasindan rastgele segimle her birinde yediser
(n=7) sican olmak lizere toplam 6 grup olusturuldu. Bu gruplar asagida
g6sterildigi gibi belirlendi (Tablo 3.1.).

Grup 1: Kontrol: Her hayvana 0.5 mL serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu
yapildi.

Grup 2: Her hayvana tek doz 150 mg/kg CP+0.5 mL SF enjeksiyonu
yapildi.

Grup 3: Her hayvana 0.5 mg/kg Se+0.5 mL SF enjeksiyonu yapildi.
Grup 4: Her hayvana 1 mg/kg Se+0.5 mL SF enjeksiyonu yapildi.
Grup 5: Her hayvana 150 mg/kg CP+0.5 mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.

Grup 6: Her hayvana 150 mg/kg CP+1 mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.

Tablo 3.1. Uygulanan siklofosfamid (CP) ve selenyumun (Se) gruplara gore dagihmi

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

1. grup (kontrol)

2. grup +

3. grup +

4. grup i@
5. grup + +

6. grup + +

3.3.3. Kimyasal maddeler ve enjeksiyonlari

Siklofosfamidin 500 mg'i 25 mL bidistile suda ¢dzllerek enjeksiyona
hazir duruma getirildi. Kimyasal madde enjeksiyonlari, ¢ozeltilerin taze
olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimhk enjektdrler ile
intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. Selenyumun 0.5 ve 1 mg/kg'hk
dozlari 0.5 mL serum fizyolojikte (SF) eritilerek gozelti hazirlandi ve i.p.
olarak uygulandi. Butin hayvanlar ilk enjeksiyondan ve oldirtilmeden
Oonce tartilarak adirliklan saptandi ve bdéylece uygulanacak ilag dozlari
belirlendi. Sadece siklofosfamid verilen 2. gruptaki hayvanlar siklofosfamid
enjeksiyonundan 1 glin sonra anestezi edildi. Siklofosfamid ile birlikte
selenyum verilen gruplarda selenyum wuygulamasina siklofosfamid
uygulamasindan 5 giin 6nce baslandi ve deney siresince devam edildi.
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Altinci glinde hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak siklofosfamid dozu
belirlendi ve bdylece 6. giin siklofosfamid ile birlikte selenyum verildi.
Yedinci giinde hayvanlar anestezi edilerek bobrekleri alindi (Ayhanci va.,

2010).
3.3.4. Anestezi ve cerrahi uygulamalar

Tum deneysel calismalar temiz bir ortamda ve steril cerrahi aletler
kullanilarak  gerceklestirildi. Ketamin/ksilazin ile anestezi edilmis
hayvanlarin ylreklerine enjektorle girilerek ylrekten kan ahmi yapildi.
Alinan kan drnekleri 10 dakika 3000 devirde dondurildid ve serumlar elde
edildi (Theocharis vd., 2001). Polietilen tiplere aktarilan serum Ornekleri
biyokimyasal analizler igin derin dondurucuda (-80°C) korundu.

3.3.5. Malondialdehid seviyesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun son Grinl olan malondialdehid (MDA)
seviyesi modifiye Yagi (1994) yoéntemi kullanilarak spektrofotometrik
olarak 6lgiildii. Bu yéntemin esasi tiyobarbdtirik asit (TBA) ile MDA'nin
reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda dlgilebilen renkli bir bilesik
vermesi kuralina dayanmaktadir. Tetrametoksipropan standart olarak
kullanildi. Sonuclar nmol/mL olarak tanimlandi.

3.3.6. Glutatyon seviyesinin belirlenmesi

Glutatyon (GSH) seviyesi dlgimi Cayman (Michigan, ABD) marka
kolorimetrik assay kit kullanilarak, Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda
spektrofotometrik olarak belirlendi. Orneklerin absorbansi 405 nm‘de
Versamax tunable mikro plaka okuyucu (Kalifornia, ABD) kullanilarak
6lglildli. Sonuglar M olarak tanimlandi.

3.3.7. Siiperoksit dismutaz seviyesinin belirlenmesi

Siuiperoksid dismutaz (SOD)seviyesinin 6lgimu Cayman (Michigan,
ABD) marka kolorimetrik assay kit kullanilarak, tretici firmanin onerilerine
uyularak spektrofotometrik olarak belirlendi. Orneklerin absorbansi 405
nm’de Versamax tunable mikro plaka okuyucu (Kalifornia, ABD)
kullanilarak 8lgildi. Sonuglar U/mL SOD olarak tanimlandi.

3.3.8. Katalaz seviyesinin belirlenmesi

Katalaz (KAT) diizeyi Cayman (Michigan, ABD) marka kolorimetrik
assay kit kullanilarak dretici  firmanin  6nerisi  dogrultusunda
spektrofotometrik olarak belirlendi. Orneklerin absorbansi 540 nm’de
VERSA max tunable mikro plaka okuyucu (Kalifornia, ABD) kullanilarak
dlctildi. Sonuglar nmol/dak./mL olarak tanimlandi.
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3.3.9 Toplam oksidan ve toplam antioksidan seviyelerinin élcimd

Toplam oksidan ve antioksidan seviyeleri (retici firmanin oOnerileri
dogrultusunda Cayman (Michigan, ABD) marka ticari kolorimetrik assay kit
kullanilarak &lgildii. Orneklerin absorbanslari 530 nm dalga boyunda
Versamax tunable mikro plaka okuyucu (Kalifornia, ABD) kullanilarak
belirlendi (Erel, 2005).

3.3.10. Oksidatif stres indeksinin élcimiu

TOS/TAS orani alinarak oksidatif stres indeksi (OSI) degeri
hesaplandi. Hesaplama sirasinda, TAS degerlerinin birimi, mmol Trolox
equivalent/L cinsinden pumol Trolox equivalent/L cinsine donustaruldd. 0SI
= [(TOS, umol H>0, equivalent/L) / (TAS, umol Troloxequivalent/L) x 100]
formall kullanilarak hesaplandi (Aycicek, Erel & Kocyigit, 2005).

3.3.11. Kreatinin seviyesinin belirlenmesi

Serum kreatinin seviyesi fotometrik olarak Heinegard ve
Tiderstrom’lin  (1973) gelistirdi§i yo&ntemin degistiriimesiyle dlguldd.
Yontemin esasi, serumda bulunan kreatininin pikrik asitle verdigi rengin
asidik ortamda yok olmasi, ancak kreatinin olmayan kromojenlerin verdigi
rengin asidik ortamda da slrmesine dayanir. Uygulamada reaksiyon
ortaminin pH’si<5.8’e getirildi. Renk siddetinde asitlestirmeye bagh
azalma spektrofotometrik olarak 520 nm’de belirlendi. Sonuglar mg/dL
olarak tanimlandi.

3.3.12. Sistatin C seviyesinin élcumti

Sistatin C seviyesi BioVendor (Brno, Cek Cumhuriyeti) marka enzim
bagimh immunosorbent assay kit kullanilarak Uretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda dlciildi. Orneklerin absorbanslari 450 nm dalga boyunda
Versamax tunable mikro plaka okuyucu (Kalifornia, ABD) kullanilarak
belirlendi. Sonuglar ng/mL olarak tanimlandi.

3.4. Histolojik Calismalar

Otopsileri yapilan siganlarin bébrekleri dikkatli bir sekilde kesilip alindi,
serum fizyolojik ile temizlendi. Daha sonra %10'luk formalin bulunan
renkli siselere konuldu. Bobrekler alindiktan ¢ saat sonra fiksatifleri
yeniden degistirilerek daha iyi fikse edilmeleri saglandi. Rutin histolojik
doku takibinden sonra parafin bloklari hazirlandi, dokulardan alinan 5-6
mikronluk kesitler hematoksilin-eosin (H+E) boyasi ile boyandi ve isik
mikroskobunda incelendikten sonra Olympus marka DP70 kamera sistemi
ile fotograflarn gekildi.
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3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Tum veri analizleri SPSS 21.0 ve SigmaStat 3.5 paket programlari ile
yapilmistir. Sirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak,
nitel veriler ise n, ortanca deder, 25’inci ve 75'inci ylizdelik degerler olarak
ifade edilmistir. Bagimsiz dlgimlerden olusan ve normal dagilim gosteren
strekli veriler, One Way Anova (bu testin ¢oklu karsilastirmalarinda Tukey
ve Student Newman Keuls ydntemlerinden yararlaniimistir) testi ile,
normal dagdiim gostermeyen skor degiskenlerinden olugan veriler ise
Kruskal-Wallis (bu testin ¢oklu kargilastirmalarinda Tukey ve Student
Newman Keuls yontemlerinden yararlaniimigtir) testi ile analiz edilmistir.

Tim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya
cikan deney gruplari arasindaki farklar, p<0.05 oldugunda anlaml olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deney gruplarinin MDA, GSH, SOD ve KAT ortalama dederleri Tablo

4.1’de verilmigtir.

Tablo 4.1. Deney gruplarinin MDA, GSH, SOD ve KAT dederleri

Gruplar MDA GSH SOD KAT
(n=7) {nmol/mL) (pM) (U/mL) {nmol/dak/mL)
Kontrol 0,484:+0,05 | 6,094+0,65 | 18,32141,14 | 28,841%1,18
O: Grup 0,798+0,09 | 2,706+0,24 | 11,850+1,41 | 22,161%1,97
150 mg/kg CP I T g I ! ! I I : &
ITI. Grup
6.5 mafke Se 0,440+0,03 | 5,823+0,45 | 18,095£0,97 |  32,716+2,87
W it 0,430+0,04 | 6,450+0,43 | 19,088+1,16 | 40,386+1,95
1 mg/kg Se
V. Grup
15040.5 ks Cpyse | 0457%0,04 | 4,425%0,32 | 14,233+1,08 |  26,253+0,56
VI. Grup
15041 Moo Cpase | 0470+0,04 | 7,430%0,75 | 15,934£0,97 | 34,007%3,55

Tablo 4.1'de gérildigu gibi 150 mg/kg CP verilen deney grubundaki
MDA miktari kontrol grubuna gére %65 oraninda artmistir (p<0.001).
Sadece 0.5 ve 1 mg/kg selenyum uygulanan gruplarda MDA seviyesi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemistir
(p>0.05). Fakat, 150 mg/kg CP ile birlikte 0.5 veya 1 mg/kg selenyum
verildijinde MDA dizeyleri, sadece CP uygulanan gruba gore, sirasiyla
%43 ve %41 oraninda azalarak kontrol dizeylerine inmistir (p<0.001).
150+1 mg/kg CP+Se uygulanan deney grubundaki MDA degeri 150+0.5
mg/kg CP+Se uygulanan gruba gére %3 oraninda artmistir (p>0.05).

MDA dederleri ayrica grafiksel olarak da gdsterilmistir (Sekil 4.1).
O Kontrol

@150 mg/kg CP

E 1 00.5 mg/kg Se

E gig 01 mg/kg Se

i' 0,4 1 B 150+0.5 mg/kg CP+Se
g 02 B150+1 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.1. Deney gruplarinin malondialdehid seviyeleri
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Tablo 4.1'de goéruldigu gibi GSH seviyesi 150 mg/kg CP uygulanan
grupta kontrol grubuna gére %56 oraninda azalmistir (p<0.001).
Selenyum (0.5 ve 1 mg/kg) verilen gruplarda GSH seviyesi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir fark géstermemistir (p>0.05).
CP ile birlikte 0.5 ve 1 mg/kg Se uygulanan gruplardaki GSH seviyesi
sadece CP verilen gruba gore sirasiyla %63 ve %175 oranlarinda artmistir
(p<0.001). 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki GSH seviyesi
150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan gruba goére %68 oraninda artmigtir

(p<0.001).

GSH seviyesi bakimindan gruplar arasindaki farklar grafiksel olarak da
gosterilmistir (Sekil 4.2).

gKontrol
@150 mg/kg CP
00.5 mg/kg Se

10
E g _ 01 ma/kg Se

E 4 m150+0.5 mg/kg CP+Se
-5 T B150+1 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.2. Deney gruplarinin glutatyon seviyeleri

Tablo 4.1'de gdsterilen verilere gore, siperoksit dismutaz dizeyi 150
mg/kg CP uygulanan grupta kontrol grubuna gére %235 oraninda
azalmistir (p<0.001). Sadece selenyum (0.5 ve 1 mg/kg) verilen
gruplarda SOD seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir dedisiklik gostermemistir (p>0.05). CP ile birlikte 0.5 ve 1 mg/kg Se
uygulanan gruplardaki SOD seviyesi sadece CP verilen gruba gore sirasiyla
%20 ve %34 oranlarinda artmistir (p<0.001). 150+1 mg/kg CP+Se
verilen deney grubundaki SOD seviyesi 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan
gruba gére %12 oraninda artmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamh

bulunmamistir (p>0.05).

Gruplar arasindaki SOD miktari bakimindan farklar ayrica grafiksel
olarak da gosterilmistir (Sekil 4.3).
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@ Kontrol
m 150 mg/kg CP

~ ég 00.5 ma/kg Se

g 15 01 mg/kg Se

‘é lg - B 15040.5 mg/kg CP+Se
N g | O 15041 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.3. Deney gruplarinin stiperoksid dismutaz seviyeleri

Tablo 4.1'de goriulduga gibi 150 mg/kg CP uygulanan grubun katalaz
seviyesi kontrol grubuna gore %23 oraninda azalmigtir (p<0.001). 0.5 ve
1 mg/kg selenyum uygulanan gruplarda katalaz seviyesi kontrol grubuna
gore sirasiyla %13 ve %40 oranlarinda artmistir (p<0.001). 150+1 mg/kg
CP+Se verilen gruptaki katalaz seviyesi kontrol grubuna gbére %18
oraninda artmistir (p<0.001). Katalaz miktari CP ile birlikte 0.5 ve 1
mg/kg Se uygulanan sadece CP verilen gruba gore sirasiyla %18 ve %53
oranlarinda artmistir (p<0.001). 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan deney
grubundaki katalaz miktari 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan gruba gore
%29 oraninda artmistir (p<0.001).

Gruplar arasindaki farklar ayrica grafiksel olarak da goOsterilmigtir
(Sekil 4.4).

o Kontrol

@150 mg/kg CP
50 D0.5 mg/kg Se
v o1 mg/kg Se

@ 150+0.5 mg/kg CP+Se
@ 150+1 mg/kg CP+Se

30 ;
20
10

0

Sekil 4.4. Deney gruplarinin katalaz seviyeleri

KAT (nmol/dak./mL)

Gruplar

Kontrol ve deney gruplarinin kreatinin ve sistatin C dlzeyleri Tablo
4.2'de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Deney gruplarinin kreatinin ve sistatin C ortalama dedgerlerinin istatistiksel
karsilastiriimasi

G(:]uzp;a;r Kreatinin (mg/dL) Sistatin C (ng/mL)
Kontrol 0,22140,01 1751,097+97,15
153%3;";‘5 &p 0,30940,02 2492,168+121,91
O_QI;g(iL‘;pSe 0,231+0,11 1857,476+74,55

; Ix;_:‘fkg”;e 0,200+0,00 2000,047+147,20
150+0_5V‘m%r/i% chise 0,264+0,01 2324,581+127,53
150+1V;;g(;;;'pcp+5e 0,233+0,01 2092,443+204,85

Tablo 4.2'deki verilere gore sadece 150 mg/kg CP verilen gruptaki
kreatinin dizeyi kontrol grubuna gére %40 oraninda artmistir (p<0.001).
Kreatinin seviyesi 0.5 mg/kg Se verilen grupta kontrolden istatistiksel
olarak farkli bulunmazken, 1 mg/kg Se uygulanan grupta kontrole gore
%9 oraninda azalmistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen
gruptaki kreatinin miktari kontrol grubuna gére %19 oraninda artarken
(p<0.001), 150+1 mg/kg CP+Se verilen gruptaki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05). 150+0.5 mg/kg CP+Se verilen deney
grubundaki kreatinin dederleri 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruba gore
%12 oraninda artmigtir (p<0.001).

Gruplar arasindaki farklar ayrica grafiksel olarak da gosterilmigtir
(Sekil 4.5).

o Kontrol
- B 150 mg/kg CP
S 0,4 00.5 mg/kg Se
£ 03 01 ma/kg Se
< gj - B150+0.5 mg/kg CP+Se
%’ 0 D 150+1 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.5. Deney gruplarinin kreatinin seviyeleri

Sistatin C seviyesi 150 mg/kg CP verilen grupta kontrole gére %42
oraninda artmistir (p<0.001). 1 mg/kg Se verilen gruptaki sistatin C
miktari kontrol grubuna goére %14 oraninda artmigtir (p<0.001). Sistatin
C, 150+0.5 mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan deney
gruplarinda kontrole gore sirasiyla %33 ve %19 oranlarinda artmigtir
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(p<0.001). 150+0.5 CP+Se ve 150+0.1 CP+Se verilen deney
gruplarindaki sistatin C seviyeleri 150 mg/kg CP uygulanan deney grubuna
gbre sirasiyla %7 (p>0.05) ve %16 oranlarinda azalmigtir (p<0.001).
150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki sistatin C, 150+0.5 mg/kg
CP+Se verilen gruba gére %10 (p<0.001) oraninda azalmistir (Tablo 4.2).

Sistatin C seviyelerinin gruplar arasindaki farklari grafiksel olarak da
gosterilmistir (Sekil 4.6).

@ Kontrol
o ®150 mg/kg CP
'g; gggg 00.5 mg/kg Se
E %ggg 01 mg/kg Se
£ 1000 ®15040.5 mg/kg CP+Se
v % B150+1 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.6. Deney gruplarinin sistatin C seviyeleri

Deney gruplarinin TAS, TOS ve OSI dederlerinin istatistiksel
karsilastirmasi Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Deney gruplarinin TAS, TOS ve OSI ortalama degerlerinin istatistiksel
karsilastinimasi

GHIBIAR TAS TOS 0sI
(n_p7) (umol (pmol H,0; ([TOS/TAS]X1
B Troloxequivalent/L) equivalent/L) 00)
Kontrol 1,838+0,093 0,482+0,052 0,026+0,005
I Grup 162240126 520640769 | 0,343+0,041
150 mg/kg CP ! ! ! d f d
L. Grup 2 72440 124 0,513+0,060 | 0,018+0,004
0.5 mg/kg Se ! ! d ' ! 4
B TR 2,859+0,010 0,650+0,110 | 0,025+0,002
1 mg/kg Se
V. Grup 2 167+0,144 1,561+0,075 0.070+0,006
1504+0.5 mg/kg CP+Se ! ! 4 ! i !
VI. Grup
15041 mg/ke CP+Se 2,588+0,153 1,134+0,116 0,045+0,003

Tablo 4.3'te géruldigu gibi, 150 mg/kg CP verilen gruptaki TAS
dederi kontrol grubuna gére %12 oraninda azalmistir (p<0.001). TAS
dederi 0.5 ve 1 mg/kg Se verilen gruplarda kontrol grubuna gore sirasiyla
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%48 ve %55 oranlarinda artmistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg CP+Se ve
150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruplardaki TAS dederi kontrol grubuna
gbre sirasiyla %18 ve %41 oranlarinda artmistir (p<0.001). 150+0.5
mg/kg CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruplardaki TAS dederi
sadece CP verilen grubuna gore sirasiyla %34 ve %60 oranlarinda
artmistir (p<0.001). 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney grubundaki TAS
dederi 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan gruba gére %19 oraninda

artmistir (p<0.001).

Gruplarin TAS degerleri arasindaki farklar ayrica grafiksel olarak da
goOsterilmistir (Sekil 4.7).

Kontrol

m 150 mg/kg CP

00.5 mg/kg Se

01 mg/kg Se

E150+0.5 mg/kg CP+Se
©150+1 mg/kg CP+5e

-

(=] =N
o UINOTW

TAS (pmol
Troloxequivalent/L)

Gruplar

Sekil 4.7. Deney gruplarinin TAS degerleri

150 mg/kg CP verilen gruptaki TOS degeri kontrol grubuna gore
%980 oraninda artmistir (p<0.001). Sadece selenyum verilen gruplarla
kontrol grubu arasinda TOS dederi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (p>0.05). CP ile birlikte verilen selenyumun 0.5 ve
1 mg/kg’lik dozlarindaki TOS dederi sadece CP verilen gruba gore sirasiyla
%70 ve %78 oranlarinda azalmistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg CP+5S5e ve
150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruplar arasinda TOS degeri bakimindan

anlaml bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Gruplar arasindaki farklar ayrica grafiksel olarak da gosterilmistir

(Sekil 4.8).
B Kontrol

m150 mg/kg CP
00.5 mg/kg Se

(&)
QT
= ‘
E ﬁ o1 mag/kg Se
[1v]
3.; m150+0.5 mg/kg CP+Se
()]
o 3 B150+1 mg/kg CP+Se

Gruplar

Sekil 4.8. Deney gruplarinin TOS degerleri

29



Tablo 4.3te goéruldugu gibi, sadece CP verilen gruptaki OSI degeri
kontrol grubuna gére %1219 oraninda istatistiksel olarak ileri derecede
anlamli bir fark gdstermistir (p<0.001). Sadece selenyum verilen gruplarla
kontrol grubu OSI degeri bakimindan kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmamistir (p>0.05). 150+4+0.5 mg/kg CP+Se ve
150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruplardaki OSI dederi kontrol grubuna
gére sirasiyla %169 ve %73 oranlarinda artmistir (p<0.001). 150 mg/kg
CP ile birlikte verilen selenyumun 0.5 ve 1 mg/kg’lik dozlarindaki 0si
dederi sadece CP verilen gruba goére azalmistir (p<0.001). 150+0.5 mg/kg
CP+Se ve 150+1 mg/kg CP+Se uygulanan gruplar arasinda 0SI degeri
bakimindan anlamh bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Gruplar arasindaki farklar ayrica grafiksel olarak da gosterilmistir
(Sekil 4.9).

B Kontrol

@150 mg/kg CP

00.5 mg/kg Se

01 mg/kg Se

B 150+0.5 mg/kg CP+Se
@ 15041 mg/kg CP+Se

oSt ([TOS/TAS]X100)

Gruplar

Sekil 4.9. Deney gruplarinin OSI degerleri

4.2. Histolojik Bulgular

Histolojik incelemesi yapilan bdbrek dokularinin tim gruplara ait
kesit drnekleri Sekil 4.10.’da gosterilmigtir. Inceleme sonuglarina gore;
kontrol grubu, 0.5 mg/kg selenyum dozunda veya 1 mg/kg selenyum
verilen gruplarin bébrek dokularinda tubll ve bdbrek yapilarinin normal
yapida olduklari gérildi. 150 mg/kg siklofosfamid verilen grupta kugik
kanama ve iltihabi hiicre odaklari, genel olarak kan damarlarinda
konjesyon, Bowman kapsul araliklarinda daralma, glomerdllerde
kompaktlasma, tiibillerde hiyalin materyal birikimi ve tibul epitelinde yer
yer ayrilmalar saptandi (Sekil 4.11). Siklofosfamid ile birlikte 0.5 mg/kg
selenyum verilen grupta 150 mg/kg siklofosfamid verilen gruba kiyasla
bobrek histolojisindeki bozukluklarin  azaldigi, ancak tam olarak
onlenemedigi gorildi (Sekil 4.11). Siklofosfamid ile birlikte 1 mg/kg
dozunda selenyum eklenen  gruba ait  bobreklerde yapilan
dederlendirmelerde ise bazi kiigik bolgesel degisikliklere karsin histolojik
yapinin daha iyi korundugu saptandi (Sekil 4.11).
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5. TARTISMA

Siklofosfamidin oksidan dnctla 6zelligi oldugu, oksidatif strese neden
olarak antioksidan enzimlerin islevierini azalttigi ve hayati organlarda lipid
peroksidasyonunu (LPO) artirdigi gosterilmistir (Senthilkumar vd., 2006;
Ayhanci vd., 2010; Ray vd., 2010; Abraham, Rabi, 2009; Song vd.,
2014). Calismamizda selenyumun siganlarda siklofosfamid tarafindan
uyarilan oksidatif stres aracili bdbrek toksisitesine kargi potansiyel hicre
koruyucu etkisi degerlendirildi.

Abraham ve Isaac (2011) tarafindan siganlarda yapilan deneysel bir
calismada 6, 12 ve 48 saat uygulanan tek doz siklofosfamidin (150
mg/kg) glomerulus bazal zarinda incelme, birgok podositin bozulmasi,
peroksizom artisi, nekroz, ddem ve lizozom azalisi gibi bébrek dokusunda
histolojik degisikliklere neden olarak bdébrek hasarina yol actigi tespit
edilmistir. Yapilan diger bir caligmada (Okamura vd., 1992) erkek
sicanlara tek doz uygulanan siklofosfamidin (222 mg/kg) renal papiller
nekroza neden oldugu bildirilmistir. Daha sonralari siklofosfamidin
nefrotoksisiteye neden olduguna dair bir kag galigma daha yapimistir. Bu
calismalarin timinde uzun sireli siklofosfamid kullaniminin renal tibuler
nekroza, glomerular dedisikliklere ve lizozomal enzim aktivitesinde anlamli
dlctide diislise neden olarak bobrek hasarina yol actigi rapor edilmigtir
(Lavin, Koss, 1971; Abraham, Indirani & Sugumar, 2007). 10 gunluk
ylksek doz siklofosfamid uygulamasinin dlimle bile sonuclanabilecegini
gosteren galismalar bulunmaktadir (Gharib, Burnett, 2002).

Siklofosfamidin akut bébrek hasarina neden olduguna dair yapilan
calisma sayisi ¢ok azdir. Yapilan bazi galigmalarda 6, 12, 24 ve 48 saat
sonra anestezi edilen sicanlarda 150 mg/kg siklofosfamid uygulamasinin
bébrek dokusundaki hasari cok fazla artirdigi kaydedilmigtir (Al Salloum,
2003; Senthilkumar vd., 2006; Ayhanci vd., 2009; Cayir vd., 2009). Bizim
calismamizda da sadece 150 mg/kg siklofosfamid verilen grupta 24 saat
sonra bébrek dokusunda kiiciik kanama ve iltihabi hlicre odaklari, genel
olarak kan damarlarinda konjesyon, Bowman kapsul araliklarinda daralma,
glomerillerde kompaktlagsma, tubdillerde hiyalin materyal birikimi ve tibdl
epitelinde yer yer ayrilmalar saptandi. Siklofosfamid ile birlikte uygulanan
selenyum dozlarinin her ikisinde de b&brek histolojisindeki bozukluklarin

azaldigi gorildi (Sekil 4.11).

Oksidatif stresin igerigini gostermek igin bir biyobelirteg olarak
kullanilan LPO, hiicre zarinin hasarlanmasina neden olarak hicre zarinin
akiskanligini asamali olarak kaybetmesiyle sonuglanir. Bu durum zar
potansiyelinin azalmasina ve iyon gegirgenliginin artmasina neden olur
(Halliwell, 1991). Siklofosfamid uygulamasindan sonra  deney
hayvanlarinin farkli dokularinda LPO'nun uyarildidi rapor edilmistir (Patel,
1987; Haque vd., 2003; Selvakumar vd., 2005). Siklofosfamid ve onun
metaboliti olan akrolein mikrozomal enzimlerin inaktivasyonuna neden

33



olur ve bu da reaktif oksijen tirlerinin Gretiminin artmasi ve LPO ile
sonuglanir (Adams, Klaidman, 1993; Uchida, 1999). El-Demerdash ve
Nasr (2014) LPO'da selenyumun etkisiyle ilgili yaptiklarn c¢alismada
selenyumun (200 upg/kg) sican serumunda malondialdehid duzeyini
azalttigini ve slperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon-s-tarnsferaz aktivitelerini artirdigini saptamiglardir. Pramita ve
arkadaslari (2009) farelerde yaptiklari deneysel galismada 10 gunluk CP
(50 mg/kg) uygulamasindan sonra gelisen karaciger toksisitesine bagli
artan MDA dlzeyini 3 mg/kg difenilmetil selenosiyanatin dnemli oranda
azalttigini bildirmislerdir. Bizim calismamizda 150 mg/kg siklofosfamid
uygulamasindan 24 saat sonra LPO’nun son drind olan MDA o&nemli
dizeyde artti. Siklofosfamid ile birlikte selenyum (0.5 ve 1 mg/kg) On
uygulamasi MDA dizeyini 6énemli oranda azaltti. Bu durum olasilikla
selenyumun serbest  oksijen radikali  giderici potansiyelinden
kaynaklanmaktadir.

Glutatyon, hiicre butinligu ve metabolizmasinin surdirdlmesi igin en
onemli molekildir (Lue, Cederbaum, 2007). Glutatyon baglica hicre igi
enzimatik olmayan antioksidandir. Serbest oksijen radikalleri ve
ksenobiyotikleri iceren toksik endojen ve eksojen maddeleri etkisiz hale
getirebilir (Ali Osman, 1989). Sikolfosfamid metabolizmas! ylksek reaktif
elektrofilleri Uretir ve glutatyonun dizeylerini dislrir. Bu durum olasilikla
yliksek elektrofilik yikten ve akrolein olusumundan kaynaklanmaktadir
(McDiarmid vd., 1991). Calsmamizda 0.5 ve 1 mg/kg selenyum
uygulamasi elektrofilik ylkleri (SOR’lar1) azaltmis ve bu nedenle serum
glutatyon dlzeyleri artmis olabilir.

Glutatyon-s-transferaz  (GST) vyiksek reaktif elektrofiller ile
glutatyonun baglanmasini katalizler. Bu nedenle alkilleyici ajanlarin
zararsiz hale getiriimesinde biylk rol oynar (Touiliatos vd., 2000).
Farelerde yapilan deneysel bir calismada siklofosfamid uygulamasinin GST
dlizeyini dnemli oranda dislrdigl, ama selenyum uygulamasi ile GST'nin
hem karaciger hem de akciger dokusunda kontrol dizeylerine ulastigi
saptanmistir. GST dilzeyinin artmasi hlcreleri toksik metabolitlerin etkisiz
hale getirilmesiyle ilgili olarak daha gUgli yapar (Pramita vd., 2009). Bizim
calismamizda da 150 mg/kg siklofosfamidin serum GSH dizeyini énemli
oranda azalttigi belirlenmis olup bu durum bébrek histolojisine de hasar
olarak yansimistir. Siklofosfamid ile birlikte selenyum ©n uygulamasi
yapilan gruplarda serum GSH diizeyleri artmis ve bébrek dokusu histolojisi
normal sinirlara ulasmistir. GSH dlizeyinin ylkselmesi olasilikla GST aracili
zararsiz hale getirme reaksiyonlar icin etkili bir sekilde tiyol gruplarini

saglayabilir.

Siperoksit dismutaz ve katalaz oksijenli solunum yapan tim
hicrelerde ve onlann iglevlerinde siperoksit ve hidrojen peroksitin
potansiyel hasarlayici etkilerine karsi savunma sadlar. Slperoksit
dismutaz, stperoksit radikalini hidrojen peroksite parcalar ve bu da
katalaz tarafindan ortadan kaldiriir. Calismamizda siklofosfamid
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uygulanan grupta serum slperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesi onemli
oranda distii. Siklofosfamid ile birlikte selenyum 6n uygulamasi slperoksit
dismutaz ve katalaz aktivitelerini 6nemli oranda artirdi. Birgok deneysel
calismada selenyum uygulamasinin antioksidan enzim dizeylerini artirdigi
belirtilmistir (Ayhanci vd., 2009; Pramita vd., 2009; Li vd., 2015; Qin vd.,
2015). Deneysel calismamizda selenyumun her iki dozu tek basina
uygulandiginda hem antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi hem de LPO
diizeylerini azalttigi belirlendi.

Bobrek islev bozuklugunun erken belirlenmesi igin Onerilen
laboratuvar belirteclerinden biri sistatin C dizeyidir. Sistatin C bobrek
tarafindan atilmaz ve glomerular filtrasyon tamamlandiktan sonra kan
akimina vyeniden alinmaz. Bu parametre dis faktérler tarafindan
degistirilemeyen ideale yakin endojen bir parametredir (Stabuc vd., 2000;
Laterza, Price & Scott, 2002; Macisaac, Tsalamandris & Thomas, 2007).
Stabuc ve arkadaslart (2000) ilk kez sisplatin uygulanan hastalarda serum
sistatin C seviyesine bakmiglar ve serum kreatinin ile kiyaslandiginda
oldukca etkili sonug verdigini rapor etmislerdir. Rasouli ve arkadaglari
(2012) kanser hastalarinda bébrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi igin
yaptiklari calismada serum sistatin C'nin erken dénem bobrek fonksiyon
bozukluklarini belirlemede etkili bir parametre oldugunu bulmuslardir. Son
yillarda yapilan calismalarda, kreatinin ve sistatin C testlerinin birlikte
uygulanmasi bébrek islevlerini belirlemede daha etkili bir yol olarak
disiintlmektedir (Carmen vd., 2011; Abraham, Isaac, 2011). Siganlarla
yapilan bir calismada siklofosfamidin disik dozlarda (40 ve 50 mg/kg)
plazma kreatinin seviyesine etki etmedigi ve renal hasara neden olmadigi
tespit edilmistir (Sugumar, Kanakasabapathy & Abraham, 2007). Yapilan
diger bir calismada ise uzun sireli ve disik dozlarda uygulanan
siklofosfamidin kreatinin seviyesine etki etmedigi gorilmus ancak yapilan
histolojik incelemelerde lizozomal enzim aktivitesinde anlamli &lclde
dislise neden olarak renal toksisiteye (glomerular nefrit ve interstisyel
6dem) yol acti§i ortaya konmustur (Abraham, Isaac, 2011). Abraham ve
Rabi (2011) tarafindan vyapilan calismada ise intraperitonal olarak
uygulanan 150 mg/kg siklofosfamidin plazma kreatinin seviyesinde
dedismeye neden olmadigi ancak histolojik incelemelerde renal hasara
rastlandigi bildirilmistir. Bizim calismamizda ise 150 mg/kg siklofosfamid
uyguladiyimiz grupta hem serum kreatinin (%40) hem de sistatin C
(%42) dizeylerinin artmis olmasi (p<0.001) bébrek fonksiyonlarinin
incelenmesinde her iki parametrenin de g6z 6nline alinmasi gerektigi
dislncesini desteklemektedir.

Toplam oksidan seviyesi (TOS) ve toplam antioksidan seviye (TAS)
parametreleri malondialdehid, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi tek tek
antioksidan bilesikler ve oksidan bilegiklerin yerine dokularda ve serumda
oksidan ve antioksidan dengeyi yansitabilir. Oksidatif stres indeksi (0OSI)
hiicrelerde TOS ve TAS oranlarini yansitan hiicresel hasarla sonuglanan
serbest oksijen radikali salinimi tarafindan karakterize edilen oksidan
iretiminin artmas! veya antioksidan kapasitenin azalmasini gosterir (Erel,

35



2005). Calismamizda sadece siklofosfamid verilerek hasar olusturulan
grupta TOS ve OSI dederleri énemli oranda artarken TAS dederi %12
oraninda azalmistir. Bébrek dokusundaki antioksidan aktivitesindeki bu
azalma, oksidatif stresin arttigini gosterir. Siklofosfamid ile birlikte
uygulanan selenyumun her iki dozunda da TAS dederi artmistir (Tablo
4.3). Bobrekteki bu koruma bulylk olasilikla akroleinin neden oldugu
serbest oksijen radikali artisinin ve buna badli olarak gelisen bobrek
hasarinin selenyum varliginda antioksidan enzim aktivitelerinin artirilmasi
ve serbest oksijen radikallerinin 6nemli 06lgide yok edilmesiyle
aciklanabilir. Diger taraftan 150+0.5 mg/kg CP+Se uygulanan grupta TAS
dederi sadece siklofosfamid uygulanan gruba goére %34, 150+1 mg/kg
CP+Se verilen deney grubunda ise %60 oraninda artmistir (p<0.001). Bu
sonug, ylksek doz selenyumun bobrekte siklofosfamid toksisitesini
6nlemede daha etkili oldugunu gdstermektedir.

Oldukga etkili antioksidan ozellikleri oldugu bilinen selenyum beden
icin gerekli bir elementtir. Glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin reduktaz
enzimlerinin yapisinda bulunmasi nedeniyle, DNA ve diger hicresel
yapilari oksidatif hasara kars! korur. Hidrojen peroksiti metabolize eden ve
antioksidan savunma sisteminin temeli olan glutatyon peroksidaz aktivitesi
icin gereklidir. Normal hiicrelerin malin hicrelere  donidgmesini
engelleyerek antimutajenik etki goésterir. Selenyumun, karsinogenezisin
baslama ve ilerleme safhalarini baskiladigini ve hedef hiicrelerde gogalma
hizini  disirdiglnd goésteren bulgular vardir (Hatfield vd., 2014).
Selenyumun LPO’yu baskilayarak hlicre zarini koruyucu etkisinin yani sira
(Ilio vd., 1987), antioksidanlarla etkilesimi sayesinde kemoterapotik
ajanlarla sinerjistik etkili oldugu (Dai vd., 1999) ve antineoplastik ilaglarin
terapotik etkinligini artirdigi, sisplatin gibi sitotoksik ajanlarin toksik yan
etkilerini azalttigi bildirilmistir (Yang vd., 2000). Selenoproteinler,
memelilerde timor gelisiminin baskilanmasinda rol alir. Bu etkiyi hicre
ddéngistnin redokslarini, blylmeyi tesvik eden transkripsiyon faktorlerini
ve apoptozunu kontrol ederek yaparlar (Ramos vd., 2004). Selenyumun
antikanser roliine ek olarak, cesitli agir metallerin (Cd, Hb, Pb, Ar gibi)
belirgin toksik etkilerine karsi dayanikhilik saglama yetenegi tespit
edilmistir. Selenyumun kadmiyum ile birlikte uygulandidi deneysel bir
calismada, kadmiyum tarafindan karaciger ve bobrekte olusturulan hasar
selenyum tarafindan anlamhl bir sekilde azaltilmistir (Khattab, 2007).
Clayton ve Baumann, (1949) tarafindan yapilan bir calismada p-
aminoazobenzene maruz birakilan siganlardaki timdrlerin selenyum ile
anlamli derecede azaldidi bildirilmistir.

Bobrekte SOR kaynakli toksisitelerin azaltiimasi igin yapilan birgok
galismada sodyumtiyosUlifat, mesna ve procainamide gibi stlfur igeren
bircok bilesigin glutatyon dlizeyini artirarak siklofosfamid toksisitesini
azaltmada etkili oldugu ileri sGrtlmustir. Ancak bu bilesikler etkinliklerinin
yetersizligi ylzinden genis klinik kullanimlar igin onaylanmamaktadir. Bu
bilesikler ayni zamanda timor dokusunda alkilleyici ajanlar tarafindan
olusturulan toksisiteye karsi sitoprotektivitede secici dedillerdir (Atessahin
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vd., 2003; Senthilkumar vd., 2006; Ayhanci vd., 2010). Bu nedenle
timor koruyucu ve timoér blylmesini uyarici 6zellikler olmaksizin normal
dokulari kemoterapi nedenli toksisitelerden koruyabilecek yeni ajanlara
ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuglarimiza goére, 150 mg/kg siklofosfamid verilmesi sigan
bobrekierinde oksidatif strese neden olarak lipid peroksidasyonunu
artirmis ve hasarlara neden olmustur. Sikolfosfamid ile birlikte verilen
selenyumun her iki dozu da ortaya g¢ikan bu hasarlan azaltmig, ancak 1
mg/kg selenyumun 0.5 mg/kg selenyuma gore siklofosfamid kaynakli
hasarlari daha godze carpan sekilde dizelttigi gorlilmustir. Sonuglarimiz
literatiir bildirimleriyle uygunluk goéstermekle birlikte bu konuda daha
kapsamli arastirmalar yapilmasi gerektigini distnuyoruz.
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