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OZET

RATLARDA DENEYSEL SIKLOFOSFAMID
TOKSIKASYONUNDASODYUM SELENIT’IN KARACIGER VE
BOBREKTE METALLOTIYONIN EKSPRESYONU UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Karaboga M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner

Patoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda siklofosfamid (CP) verilen ratlarda sodyum selenitin
karaciger ve bobrek dokularinda metallothionin (MT) ekspresyonu {iizerine olan etkinligi
arastirildi. Bu amagla ¢alismada toplam 48 adet, agirliklart 200+10 gram olan eriskin Wistar
Albino 1rki disi rat kullanildi. Caligmada gruplandirma; Grup I (Kontrol grubu; uygulama
sliresi boyunca 1ml/giin serum fizyolojik uygulandi), Grup Il (CP grubu; bu gruptaki deney
hayvanlarma 1 giin siire ile her hayvana intraperitoneal olarak 200 mg/kg/gtin CP uygulandi),
Grup 111 (Sodyum Selenit grubu; bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin boyunca her hayvana
intraperitoneal olarak giinliik 1 mg/kg dozda sodyum selenit uygulandi), Grup IV (Sodyum
Selenit grubu + CP grubu; bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin siire ile her hayvana giinliik
1 mg/kg sodyum selenite ilaveten, 200 mg/kg/giin dozda CP intraperitoneal olarak
uygulandi), Grup V (CP grubu; bu gruptaki deney hayvanlarina 35 giin siire ile her hayvana
intraperitoneal olarak 5 mg/kg/giin CP uygulandi), Grup VI (Sodyum Selenit grubu; bu
gruptaki deney hayvanlarina 35 giin boyunca her hayvana intraperitoneal olarak giinliik 1
mg/kg dozda sodyum selenit uygulandi), Grup VII (Sodyum Selenit grubu+CP grubu; bu
gruptaki deney hayvanlarina 35 giin siire ile her hayvana giinlik 1 mg/kg intraperitoneal
sodyum selenite ilaveten, 5 mg/kg/giin dozda CP intraperitoneal olarak uygulandi) ve Grup
VI (Kontrol grubu; uygulama siiresi boyunca Iml/giin serum fizyolojik uygulandi) olmak
tizere 8 farkli grup ve her grupta da 6 hayvan olacak sekilde yapildi. Calismanin sonunda
alinan karaciger ve bobrek ornekleri histopatolojik, ve immunohistokimyasal incelemeler i¢in
kullanildi. Yiiksek dozda CP ile birlikte es zamanl olarak sodyum selenit verilen gruplarda
histopatolojik bulgularin siddeti, yalnizca CP verilen gruba gore anlamli bir sekilde diisiik
bulundu. Ayrica bu gruplardaki dokulara ait MT ile ilgili immunohistokimyasal bulgular ile
histopatolojik bulgularin siddeti degerlendirme agisindan paralellik gosterdi. Diisiik dozda 35
giin siire ile CP ile birlikte es zamanli olarak sodyum selenit verilen gruplarda histopatolojik



ve immunohistopatolojik bulgularin siddeti, yalnizca CP verilen gruba gore diisiik olmasina
ragmen istatiksel olarak anlamli degildi. Calismamizda bir giin siire ile yiliksek dozda
uygulanan CP’nin toksik etkilerine karsi, kuvvetli antioksidan ozelliklere sahip sodyum

selenit’ in koruyucu alternatif bir kimyasal madde olarak kullanilabilecegi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, Immunohistokimya, Siklofosfamid, Sodyum Selenit,
Metallotiyonin, Rat



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SODiUM SELENITE ON THE
EXPRESSION OF METALLOTHIONEIN IN THE LiVER AND KiDNEY

IN CYLOPHOSPHAMIDE-INDUCED TOXICITY

Karaboga M. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Pathology, Master Thesis, Aydin, 2018

The aim of this study was to investigate the protective effects of Sodium Selenite,
which have strong antioxidant properties, against the toxic effects of high dose
cyclophosphamide on liver and kidney of rats. Fort this purpose, overall 48 adult Wistar
albino female rats at the weight of, 200=10 gr were used. These animals were allotted into
following groups: Group | (Control group; 1ml/day serum physiologique was administered),
Group 11 (Cyclophosphamid group; each animal was administered daily 200 mg/kg/day
cyclophosphamide intraperitoneally for one day), Group Il (Sodium Selenite group; each
animal was administered daily 1 mg/kg/day Sodium Selenite intraperitoneally for one day),
Group IV (Cyclophosphamid+Sodium Selenite group; each animal was administered daily
200 mg/kg/day cyclophosphamide intraperitoneally and 1mg/kg/day Sodium Selenite
intraperitoneally  for one day), Group V (Cyclophosphamid group; each animal was
administered daily 5 mg/kg/day cyclophosphamide intraperitoneally for thirty-five days) and
Group VI (Sodium Selenite group; Sodium Selenite group; each animal was administered
daily 1 mg/kg/day Sodium Selenite intraperitoneally for thirty-five days), Group VII
(Cyclophosphamid+Sodium Selenite group; each animal was administered daily 5 mg/kg/day
cyclophosphamide intraperitoneally and 1 mg/kg/day Sodium Selenite intraperitoneally for
thirty-five  days), Group VIII (Control group; 1ml/day serum physiologique was
administered) and each of these eight groups included six rats. After this procedure, followed
by euthanasia, tissue samples obtained from liver and kidney, were used for pathological
examinations. Tissue samples obtained for pathological examination fixed in 10% buffered
formalin solution. Paraffin blocks prepared after routine procedure was cut at the thickness of
4-6 micron and were stained by haematoxyline-eosin (HE) and examined under light
microscope. The results of the present study is important in that it investigates the
employment of alternative protective method against the toxic effects of cyclophosphamide at

high doses. In this context, the fact that Sodium Selenite has no harmful effects, It was



tolerated well by the body and It has low cost suggests that the findings obtained might be
important for human and animal health.

Keywords: Histopathology, Immunohistochemistry, Cyclophosphamide, Sodium
Selenite, Metallothionein, Rat



1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde giderek artan bir saglik sorunu olup, toplumlarda 6énemli bir
sosyoekonomik yiike, bireylerde de maddi-manevi kayip ve zorluklara neden olmaktadir.
Saglik Bakanligi Kanser Dairesi Bagkanliginin resmi internet sayfasi (2014) verilerine gore
Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim
olmustur. WHO internet sayfasi verilerine gére Diinya’da 2018 yilinda 9.6 milyon 6liimiin
kanserden dolay1 olacagi tahmin edilmektedir. Kanserde benzer seyir devam ettigi takdirde ise
2030 yilina gelindiginde yillik 22 milyon yeni kanser ortaya c¢ikmasi, yani 2008 verilerine
gore yeni vakalarda %75 artis olmas1 beklenmektedir (Ferlay ve ark, 2013). Tiirkiye’ de ise
malign tiimor nedeniyle gerceklesen oliimlerin toplam sayis1 2017 yilinda 79 bin 889 kisi
olmustur (TUIK, 2017).

Kanser, viicut hiicrelerinin denetimsiz bir sekilde ¢ogalmasi, invaziv ozellik
kazanmasi ve baska yerlere metastaz yapmasiyla ortaya ¢ikan ve halen gelismis iilkelerin
6lim nedenlerinde kardiyovaskiiler kaynakli 6liimlerden sonra ikinci sirada gelen, kontrolsiiz
hiicre boliinmesinin sonucunda olusan hastaliktir (Tirker ve Kayaalp, 2002). Giiniimiiz
diinyasinda kanser tedavisi; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu seklinde
uygulanmakta olup, cerrahi yontemlerdeki hedef, kanserli doku ve organin lokalizasyonundan
uzaklastirilmasi iken, kemoterapi ve radyoterapide ise hedef kanserli hiicrelerin ortadan
kaldirilmasidir (Gate ve Tew, 2001; Tirker ve Kayaalp, 2002). Calismamizda farkli
konsantrasyonlarda siklofosfamid (CP) verilen ratlarda sodyum selenitin karaciger ve bobrek
dokularinda metallotiyonin (MT) ekspresyonlari iizerine olan etkinlikleri arastirildi. CP,
tiimorlerin ve otoimmun hastaliklarin tedavileri ile kemik iligi nakillerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Selenyum dogada yaygin olarak bulunan bir izlement olup antioksidan
niteliktedir. Ekspresyonu incelenen MT ise metal baglayabilen protein olup o6zellikle agir
metallerin detoksifikasyonunda 6nemli bir yer tutar (Florianczyk, 2007; Duntas, 2014; Cuce
ve ark, 2015).

Son yillarda CP gibi bir¢ok antineoplastik ilacin daha yiiksek dozlarda giivenle
kullanilabilmesine imkan saglamasi i¢in bu ilaclarin toksik etkilerinin 6nlenmesini saglayan

yontemlerin gelistirilmesi ile ilgili calismalar devam etmektedir.



2. GENEL BILGILER

Kemoterapi, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemek veya hedef
hiicreleri yok etmek amaci ile dogal ya da sentetik kimyasal maddeler, biyolojik ajanlar veya
hormonlar ile yapilan tedavilerin hepsini igine alan bir tedavi yontemidir (Atal, 2014).

Kemoterapotik ilaglar, farmakolojik 6zellikleri ile hiicre dongiisii lizerindeki etkileri
gdz Oniine alindiginda alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitimor antibiyotikler, bitki
alkoloidleri, kortikosteroidler olarak siniflandirilir (Can, 2005; Giiltekin, 2013; Ddékmeci,
2000). Antimetabolit grubuna dahil olan ilaglar 6zellikle hiicre bolinmesinde gerekli olan
temel metabolitlere benzeyen ancak ayni islevi yapamayan maddelerdir. Bu grupta; cytrabine,
methoterxate, 6-mercaptopurine, 6-tioguanine bulunmaktadir. Hiicrenin normal metabolitleri
ile benzerlik gosterdiklerinden onlarin yerini alarak hiicre aktivitesini bloke eder, azaltir ya da
biiylik molekiillerin igine girerek, islevsiz bir makromolekiil meydana getirirler (Dokmeci,
2000; Kayaalp, 2005).

Bitki Alkoloidleri, vinka alkaloidleri ve podofilotoksinlerden yarisentetik olarak elde
edilen ilaglardir. Siklus bagimli ilaglar olup vinka alkaloidleri tubulin adinda mikrotubulleri
meydana getiren bir hiicre proteini iizerine spesifik olarak baglanirlar. Bunun sonucu olarak
mitoz evresinde kromozomlarin segregasyonu meydana gelmez ve hiicre 6lir (Vuuren ve ark.,
2015). Podofilotoksin tiirevleri ise mitozda hiicre siklusunu bloke etmezler, selektif olarak
inhibe ettikleri topoizomeraz 2’ ye bagli DNA’ nin ¢ift zincirinin kirilmasindan sorumludurlar.
Bitki alkaloidleri grubunda; vincristine, vinblastine, etoposide ve teniposide yer almaktadir
(Dokmeci, 2000; Kayaalp, 2005).

Antitiimdr antibiyotik grubundaki kemoterapdtikler DNA  zincirlerine baglanarak
DNA ve RNA polimerazlarin fonksiyonlarini bloke ederler. Bu fonksiyonlarin bloke edilmesi
sonucu DNA kopyalanmast ve mRNA transkripsiyonu bozulur. Antitiimor antibiyotik
grubundaki kemoterapétikler ayrica topoizomeraz 2 inhibisyonuna ve serbest radikallerin
olusmasima neden olur (Edwardson ve ark, 2015). Baslica kanserostatik veya interkalasyon
ilaglar grubunda; antrasiklinler (daunorubisin, doksorubisin, epirubisin, zorubusin,
aklarubusin, pirarubusin ve idarubusuin) , antrasenedionlar ( daktinomisin, aktinomisin D),
mitoksantron, bleomisinler, amsakrin, plikamisin, mitomisin ¢ ve eliptinium vardir (Dékmeci,
2000; Kayaalp, 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Vuuren%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563258

Kortikosteroid grubundakiler (deksametazon, prednizolon) pasif difiizyonla hiicre
icine girip, glukokortikoid reseptorleri ile baglanarak ¢ekirdege geger ve c¢ekirdekte DNA ile
etkilesime girip transkripsiyonu bozarlar (Dokmeci, 2000; Kayaalp, 2005). Alkilleyici Ajanlar
grubunda ise CP, busulfan, carboplatin, dacarbazine, ifosfamide, lomustine, melphalan,
nitrojen mustard, procarbazine ve tiotepa bulunmaktadir. Sitotoksik etkileri, karsilastiklar:
biyolojik molekiillerle kovalent baglar olusturarak proteinlerin sentezini ve hiicre boliinmesini
bozmak seklindedir (Bertram, 2012). Alkilleyici ajanlar igerisinde de kullanimi en yaygin
olan CP’dir (Sener, 2006).

2.1. Siklofosfamid

Siklofosfamid (CP) kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardan birisidir
(Pool ve ark. 1988; Wang ve ark. 2009). Antineoplastik ilaglarin alkilleyici grubuna dahil olan
bir ajan olup oksazofosforin’dir (Bernacki ve ark, 1987). CP, nitrojen mustard grubundan
alkilleyici kemoterapoétik bir ilagtir (Singh, 2018).

CP’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Molekiiler Formiili C7H15CL2N202P

Molekiiler Agirlik 261,09

Fiziksel Ozellikler Kokusuz, ince beyaz kristal toz

Erime Noktas1 495 -53°C

Kaynama Noktas1 336 °C

Yogunluk 1,479 g/cm®

Coziiniirlik Kloroform, dioksan ve glikoller i¢inde ¢oziiliir, benzen, karbon
tetrakloriirde hafifce ¢oziiniir, eter ve asetonda ¢ok az ¢oziiniir.

Cozinme Katsayisi 0,63

pKa 4,5-6,5

Stabilite 30°C’nin tizerindeki sicakliklarda klor atomlarinin
ayrismastyla hidroliz meydana gelir. Oksidasyon, nem ve 1518a
duyarlidir.

Tablo 1: CP’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (Wang ve ark, 2009).

CP’nin kullanim alanlar1 da oldukca genis olup; pediatrik solid tiimorler, ¢cocuklarin
akut lenfositik 16semisinde (Limandal, 2013), non Hodgkin lenfomalarda (Glode ve ark,

1981; Carlioglu ve ark, 2003), kiigiik hiicreli olan veya olmayan akciger kanseri vakalarinda

3



(Thatcher ve ark, 1988), yumusak doku sarkomlarinda, noroblastomlarda
rhabdomyosarkomlarda (Bertram, 2012), Behget hastaliginda (Ozyazgan ve ark, 1992),
romatoid artrit vakalarinda, ¢ocuklarin nefrotik sendromunda (Koyama ve ark, 1977; Haas ve
ark, 1987; Dollery, 1999), trombositopenik purpurada, sistemik lupus eritematozisde ve
wegener granulomatozisi gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Bertram, 2012).
Ayrica CP organ transplantasyon sonrasinda doku reddinin kontroliinde de yaygin olarak

kullanilmaktadir (West ve ark, 1966; Hsu ve ark, 1979; Ataya ve ark, 1989).

CP hem oral yoldan hem de parenteral yoldan kullanilabilir. Kan plazmasinda
yarilanma Omrii yaklasik 6.5 saat olup; parenteral yolla verildiginde ilacin aktif
metabolitlerinin kan plazma konsantrasyon pikine ulagsma siiresi 2-3 saattir (Ak¢asu ve ark,
1992; Bertram, 2012). Oral uygulamalarda maksimum serum konsantrasyonuna bir saatte
ulagilir. CP karacigerde metabolize olur ve 48 saat i¢cinde bobrekler tarafindan atilir. Verilen
dozun %3-25"1 ana bilesik olarak organizmadan atilir. CP, karacigerde sitokrom P-450
enzimleri ile 4-hidroksi-siklofosfamid'e aktive edilir ve bu da aldofosfamide izomerlesir.
Aldophosphamid, alkilleyici ajan olan fosforamid mustardina (FAM) ve idrar kesesini
etkileyen sitotoksik bir parcaya doniisen akroleine (ACR) donistiiriiliir (Bernacki ve ark,

1987; Budavari, 1989; Kawabata ve ark, 1990; Boxtel, 2007; Chabner, 2001) (Sekil 1).
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Sekil 1 : CP’nin kimyasal yapis1 ve metabolizmasi (Bayramoglu, 2007).



CP’nin DNA molekiilii iizerinde siklikla baglandigi yer, guaninin yedi sayili azot
atomudur ve bu yerin alkillenmesi, DNA molekiiliinde asagidaki ii¢ dnemli degisiklikten
birine yol agar: Ilk olarak guaninin 7’inci azottan alkillenmesi, bu maddenin bir numaral1 azot
atomunun asiditesini artirir (Maccubbin ve ark, 1991; Selvakumar ve ark, 2006). Molekiilde
olusan s6z konusu degisme, onun sitozin yerine timin ile baz ¢ifti yapmasimi tesvik eder.
Alkilleyicilerin baglanmasi sonucu anormal baz ciftinin olusmasi, genetik kodun yanlig
okunmasia yani replikasyon ve transkripsiyon sirasinda guaninin, adenin gibi islem
gormesine veya okunmasina neden olur (Selvakumar ve ark, 2006) Bu olay, yeni DNA
zincirinde ve mRNA molekiillerinde 6nemli bozukluklara yol agar, guaninin imidazol halkasi
acilir ve boylece guanin parcalanir ve ortadan kalkar. Sonugta DNA zinciri buradan kirilmig
olur, son olarak da olusan reaktif metabolit, iki ayr1 zincirdeki guanin arasinda koprii (¢apraz-
baglanma) yapar ve bu durumda DNA’nm replikasyonu ve transkripsiyonu gerceklesemez
(Maccubbin ve ark, 1991; Selvakumar ve ark, 2006; Kayaalp, 2012).

CP’ nin antineoplastik etkileri FAM ile iliskiliyken, toksik yan etkileri ise CP’ nin
metabolize edilmesiyle ortaya ¢ikan akrolein ile baglantilidir (Kern ve ark, 2002). CP ’in en
stk goriilen yan etkileri bulanti, kusma, diger gastrointestinal bozukluklar, kemik iligi
baskilanmasi, bazen alopesi, azospermi ve gonadal yetmezlik seklinde siralanabilir. Bulanti
ve kusma gibi klinik bulgular, ilacin verilisinden en az alt1 saat sonra baslar ve dort saat kadar
stirer (Kayaalp, 2012). CP’ den T ve B lenfositleri yogun olarak etkilenir ki CP’ nin B
lenfositlere etkisi daha fazladir. Myelosupresif etkiye bagli 16kopeni ve trombositopeni ilaca
baglandiktan bir-iki hafta sonra en alt seviyeye iner. CP kullaniminda tipik bir yan etki de
tiroteliyal toksisite ve steril hemorajik sistit tablosudur. Akrolein kaynakli sistit zamanla
mesanede fibrozise evrilebilir ve mesane kanseri geligebilir (Koyama ve ark, 1977; Montz ve
ark, 1991; Fritz ve Kaina, 2006).

ACR glutatyon ile bagladiktan sonra hiicresel hasar yapabilir. Glutatyon bagimli doku
antioksidan (AO) savunma sistemine miidahale ederek yiiksek oranda serbest oksijen radikali
(SOR) olusuma yol agar ve bu hiicreler i¢in mutajenik etkiye sahiptir (Mythili ve ark, 2004;
Senthilkumar ve ark, 2006). ACR etkisi sonucu meydana gelen serbest radikaller dis
orbitallerinde ¢ift olusturmamis elektron icerdiklerinden; enzim, reseptor ve iyon pompalari
gibi molekiillerle birleserek bu yapilarin fonksiyonlarini yapmasini engellerler (Arumugam ve
ark, 1997; Mythili ve ark, 2004; Yousefipour ve ark, 2005; Senthilkumar ve ark, 2006)
(Sekil 2).



ACR bobrek epitelyumunu gegerek ROS’ lar1 uyarir buna ilaveten de nitrik oksit
sentaz (NOS) tizerinden nitrik oksit (NO) seviyelerini de arttirarak etkisini gosterir. NO L-
argininden sentez NOS vyolu ile sentez edilir (Korkmaz ve ark, 2007). NOS’larii¢ tip olup
bunlar endotelyal NOS (eNOS) , néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS olan iNOS’
tur. Endotelyal NOS vazodilatasyondan, néronal NOS sinirsel sinyalizasyonda, iNOS ise
16kosit ve makrofajlarca sentezlenerek patolojik durumlarda gorev alan enzimdir (Szabo,
1996). Genel olarak patolojik durumlarda sentezlenen iNOS’un aktivasyonu ile eNOS
aktivasyonundan daha ¢ok miktarda NO iiretilebilir (Szabo, 1996; Korkmaz ve ark, 2007).
Hemorajik sistit durumunda subiiretelyumda iNOS iireten immiinoreaktif hiicrelerin sayisi
artmaktadir. Ayrica ACR’ nin tetikledigi mekanizmalar sonucunda interlokin-a, TNF-f,
trombosit aktive edici faktor, COX-2 ve giiclii bir oksidan olan peroksinitrit seviyeleri
artmaktadir (Korkmaz ve ark, 2005).
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Sekil 2 : Serbest Radikallere Bagli Hasarlar (Akkus, 1995).



2.2. Selenyum

Selenyum (Se) 1817 yilinda Jons Jakob Berzellius tarafindan isimlendirilen ve dogada
yaygin olarak bulunan bir elementtir (Wilber, 1980). Selenyum 1930 yillara kadar toksik bir
element olarak kabul edilmistir (Seward ve ark, 1966; Yal¢in, 1993). Ancak, 1957 yilinda ise
Schwarz ve Folz tarafindan karaciger dejenerasyonunda koruyucu etkinligi oldugu ortaya

konmustur (Schwarz ve Foltz, 1957).

Kimyasal olarak Se periyodik cetvelde 6A grubunda yer alir. Se’nin atom agirlig
78.96 olup atom numarasi ise 34’tlir. Se’un dogal olarak sabit kalan alt1 tane izotopu vardir.
Se78 ve Se80 izotoplari, dogada bulunan Se’un yaklagik %73"ini teskil etmektedir
(Sunde, 1997 ; Payne, 2004).

Selenyum, dogada elementel Se (Se0), selenid (Se-2), selenit (Se+4), ve selenat (Se+6)
olarak bulunur (Mikkelsen ve ark, 1989; Deliboran ve ark, 2018). Selenyum dogada kursun,
cinko, fosfat ve uranyum gibi elemetlerle katisik formda bulunur. Endiistriyel sanayide,
insektisit- fungusit gibi ilag tiretiminde de kullanilmaktadir. Astragalus, stanleya ve aster gibi
selenifer bitkiler dnemli selenyum kaynaklarini tegkil eder. Gida yoniinden Se kaynaklarina
ornek olarak; deniz iriinleri, sakatat (bobrek ve karaciger), kirmizi et, beyaz et, tahillar,
kuruyemis, sogan, sarimsak, yumurta ve mantar gosterilebilir (Oster, 1989; Matek ve ark,
2000). Se’nin ana kaynagi toprak olmakla birlikte bitki ve hayvanlardaki bulunma formu
farklidir. Bitkilerde selenometionin, Se-metil-selenometionin, selenosistin ve selenosistein,
hayvan dokularindaysa ¢ogunlukla selenometiyonin ve selenosistein olarak bulunur (Cousin,
1961; Ullery, 1992, Aksoy, 2000) (Cizelge 1). Dokulardaki selenoproteinler selenyumun
biyolojik olarak fonksiyonlarini ger¢eklestirebilmesini saglar (Akkus ve ark, 1991).



Seleonoprotein

Selenoprotein iglevi

Antioksidan bir enzim olup gorevi membran biitiinliiglinii saglamaktir.

Glutatyon Bu biitiinliigii hidrojen peroksit, lipid ve fosfolipid hidroperoksitleri
peroksidaz uzaklastirarak saglar. Eikozonoid sentezini ve yangiyr modiile eder.
(GSH-Px) Oksidatif hasarin lipid, lipoprotein ve DNA’ da daha da ilerlemesini
onlemektedir.

Sperm Gelismekte olan sperm hiicrelerini oksidatif hasara kars1 korumaktadir.
mitokondrial Daha sonra olgun spermin stabilitesi ve hareketliligi i¢in gerekli yapisal
kapsiil proteini | bir proteine polimerize edilmektedir.

Iyodotironin T4’den aktif tiroid hormonu olan T3’lin olusumunu saglar ve yine T3’
deiyodinaz iin regiilasyonunu katalize etmektedir.

Tiyoredoksin | DNA sentezinde niikleotidlerin rediiksiyonunu, antioksidan sistemlerin
rediiktaz yenilenmesini ve hiicrenin proliferasyonu icin kritik olan hiicre igi

redoks durumunu saglamaktadir. DNA’ya transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasinda redoks kontroliinii saglayarak gen ekspresyonunu
diizenlemektedir.

Selenofosfat
sentetaz

Selenosisteinin prekiirsorii olan selenofosfat sentezini diizenler.

Selenoprotein
P

Plazmada bulunur ve endotel hiicrelerini peroksinitrit ile olusan
oksidatif hasara kars1 korur.

Selenoprotein
wW

Kas fonksiyonlarinin olusabilmesi i¢in gereklidir.

Prostat Ventral prostatin epitel hiicrelerinde bulunmaktadir. GSH-Px’a
epitelyum benzeyen redoks fonksiyonuna sahip oldugu ve sekretdr hiicreleri
selenoproteini | karsinomaya karsi korudugu diistiniilmektedir.

(15 kDa)

18 kDa Bobrek basta olmak iizere ¢ok sayida dokuda bulunan Onemli bir
Selenoprotein | selenoproteindir. Selenyum yoksunlugunda dokular1 korumaktadir.
DNA’ya bagli | GSH-Px’a benzer fonksiyonu vardir. Mide ve

spermatid spermatozonlarin hiicre c¢ekirdeklerinde lokalize olmustur. Gelisen
protein sperm hiicrelerini korumaktadir.

(34kDa)

Cizelge 1: Selenoproteinler ve islevleri (Rayman, 2000).

Mitokondri ve sitoplazma enzimi Glutatyon peroksidaz’in aktif bolgesinde bulunan Se
selenosistein ozelliktedir. Ozellikle eritrositler icin énemli bir yer tutan enzim, hidrojen
peroksiti detoksifiye eder (Akkus ve ark, 1991). Dogada yaygin olarak bulunan bir iz element
olan Se’nin organizmada yetersizliginde ¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Se
yetersizliginde; tavuklarda yumurta iiretiminin azalmasi, civciv ¢ikma oranmin diismesi,
ensefalomalasi ile karakterize Deli Civciv Hastaligi (Crazy Chick Disease), pankreatik
fibrozis ve kilcal damarlardaki permeabiliteden kaynakli 6demle karakterize eksudatif diatez

goriiliir (Goger, 1997). Se yoniinden yetersiz otlak ve meralarda beslenen koyunlarda Beyaz
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Kas Hastalig1 siklikla goriilmektedir. Beyaz Kas Hastaligi, vitamin E ve selenyum yetersizligi
sonucu olusan bir hastalik olup, hastalikta vitamin E ve selenyumun antioksidatif etkileri
azalir. Antioksidatif etki azalmasi sonucu iskelet kaslari, kalp kas1 ve diyafram kasinda hyalin
dejenerasyonu meydana gelir. Ulkemizde Orta Anadolu, Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedir (Bildik, 1996). Canlilarda selenyum yetersizligi
sonucu tiroid hormonlarinin seviyelerine iligskin bircok c¢aligsma vardir. Tiroid hormonlarinin
en bilinenleri tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3)’dir. T3 biyokimyasal parametrede T4’ten
10 kat daha aktif bir hormondur. Troid bezinden salgilanan tiroksin selenoenzim 5-
deiyodinaz’lar araciligiyla T3’e doniistiiriiliir. Deiyodinazlarin 3 tipi vardir. Bunlar tip I, II,
Il selenoenzim 5-deiyodinaz’ lardir. Bu ii¢ guruptan Tip I olani1 Se igerir ve T4’tin T3¢
doniistiiriilmesinde esas gorev yapan enzimdir. Dolayisiyla SE yetersizliginde tip 1 enzim
seviyesinde azalma olur ve bunun sonucu olarak T4’te artma ve T3’ te azalma meydana gelir
(Atessahin ve ark, 2002; Karatas ve ark, 2006). Domuzlarda Se yetersizligine bagli hepatozis
dietetika gelistigi bildirilmistir (Eggert ve ark, 1957; Moir ve Masterst, 1979). Hemolitik
anemi, Glanzmann trombastenisi, Koroner Arter Hastaligi gibi kan ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin Se yetersizligi ile iligkisi ortaya konmustur (Orak ve ark, 2000).

Cin’de endemik sekilde goriilen ve bilhassa kiigiik ¢ocuklar ile seksiiel olgunluga
ulasmis kadinlar1 etkileyen bir kardiyomiyopati patolojisi olan Keshan Hastalig1 ile Se
yetersizligi arasinda dogru orant1 oldugu saptanmistir (Keshan Disease Research Group,
1979a ve 1979b). Yine Kashin-Beck (Osteoartrit) hastaligi Se yetersizligi ile iligkilidir
(Kolsteren, 1992). Se yetersizligi ruminantlarda infertilite, abortlara, gebe olan ruminant ve
ratlarda ise embriyonik Oliimlere neden olarak reprodiiktif verimin azalmasina sebebiyet

vermektedir (Yarsan, 1996).

Selenyum toksisitesi akut veya kronik olarak ortaya ¢ikabilir. Selenyum toksisitesinde
belirtiler; bulanti, kusma, kilo kayb1, karin agrisi, diyare, sa¢ kaybi, tirnaklarin kirilmasi, ayak
lezyonlari, periferal néropati, karaciger sirozu ve kalpte atrofi seklindedir (Duntas ve ark,
2014).

2.3. Metallotiyonin

Metallotiyoninler (MT) ilk olarak Margoshes ve Vallee tarafindan 1957 yilinda

memeli bobrek hiicrelerinde kadmiyum baglayici bir protein olarak kesfedilmistir (Margoshes



ve Vallee, 1957; Hamer, 1986). MT’ler bitkilerde, hayvanlarda o6karyotik
mikroorganizmalarda ve bir¢cok prokaryotta ¢esitli formlarda bulunur (Klaassen ve ark,
1999). MT’ler Zn ve Cu gibi temel metallerin homeostasisinde ve Cu, Cd, Hg ve Ag gibi agir
metallerin detoksifiye edilmesinde 6nemli rol oynayan, sistein aminoasitince zengin, sicaklik-
stabil, ¢oziilebilen, metal baglama 6zelligine sahip, 61-68 aminoasit iceren, 6000—7000 Da
kadar diisiik molekiiler agirliga sahip proteinlerdir (Viarengo ve Nott, 1993).

MT’lerin memelilerde onbes farkli cesidi bilinmektedir. Bu farkliliklar sistein
aminoasitlerinin farkli biyokimyasal dizilimine bagli olarak sekillenir. Memelilerde MT’ nin
baslica 4 tipi tanimlanmistir, bu izoformlar MT-1, MT-2, MT-3 ve MT-4 ten olusmaktadir
(Coyle ve ark, 2002). Fare MT gen ailesi 8’inci kromozomda lokalize olmus dort gen (MT-1,
MT-2, MT-3 ve MT-4) icermesine ragmen, insanlar ve primatlardaki MT'ler 16’inc1
kromozomda yerlesik durumdadir ve en az onbes MT geni vardir. Bunlardan birer tanesi MT-
2, MT-3 ve MT-4 genlerinden olusurken en az on ii¢ tane MT-1 geni vardir. Memelilerde en
¢ok iiretilen MT geni; MT 1 ve MT 2’dir (Sato ve Kondoh, 2002; Pastaci, 2010). MT’ler 4
divalent metal baglayabilen alfa (C terminal) zincirlerle, 3 divalent metal baglayan beta (N-
terminal) zincirlerine sahiptir. Beta zincirler Cu, Zn ve Cd gibi elementleri daha hizli baglar,
alfa zincirlerse diger elementlerin baglanmalarini saglarlar (Kagi ve Kojima, 1987; Coyle ve
ark, 2002).

MT sentezi metallerin ( Zn+2,Cu+2,Cd+2, Hg+2) yani sira; ultra viyole (UV)’ ye
maruziyet, aclik, fiziksel travma, pestisit kaynakli oksidatif stres, tuzluluk, sicaklik sogukluk,
ekzersiz, kimyasal maddeler (Parakuat, CCI4), alkilleyici maddeler, kanser tedavisinde
kullanilan ilaglar (doksorubisin, cisplatin, bleomisin), inflamasyon, sitokinler (interleukin-I,
interleukin-6, TNF-a:tiimor nekroz faktor), glukokortikoidler (deksametazon), katekolaminler
(epinefrin, norepinefrin), forbol esterleri, adenozin, bakteriyel enfeksiyonlar, polipeptid
hormonlar (Anjiotensin-II, Glukagon) gibi faktorlerle de indiikklenebilmektedir (Sato ve ark,
1993; Viarengo ve ark, 1999; Mosleh ve ark, 2005). MT’lerin ayrica prognozu Kkotii olan
tiimorlerin tedavilerinde kullanilan ilaglara karsi sitotoksik direng gosterdikleri bildirilmistir

(Cherian ve ark, 2003; Gomulkiewicz ve ark, 2010).

Bulunma oranlarin1 karsilastirdigimizda pankreastaki MT miktart %2100 kabul
edildiginde, karaciger, ince bagirsak ve bobreklerde oranlar sirasiyla %42, %30 ve %16
seklinde goriilmektedir (McCormick, 1984). MT-1 metallerin detoksifiye edilmesinde dnemli
iken, MT-2 siklikla hiicrelerin metabolizmas: lizerinde etkilidir. MT-1 ve MT-2 en ¢ok

karaciger, bobrek, barsak ve pankreasta bulunur. MT-3 beyin basta olmak iizere testis,
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epididimis, prostat, ovaryum, kalp, dil ve midede yerlesim gosterir. MT-4 ise; ¢ok katli yassi
epitel katmaninda dil, deri, agiz ve 6zefagus gibi organ ve dokularda daha genis dagilim

gosterir (Ryvolova ve ark, 2011).

Karaciger hiicrelerinin korunmasinda antioksidantlar, glutathione ve alfa tokoferoller
aktif rol oynamaktadir. Potansiyel bir antioksidant olan MT, glutathione yapisina benzerlik
gosterir ve karaciger epitel hiicrelerinin korunmasinda onemli bir yere sahiptir. MT’ler
prooksidant antioksidant oranindaki degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan oksidantlarin etkilerini
ortadan kaldirarak lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve oksidatif stres sonucu
meydana gelecek fonksiyon bozukluklarini inhibe etmektedir (Zhou ve ark, 2002). Hepatik
MT’in tiirlere gore bulunma miktarlar1 degismektedir. Insan, keci, kopek, kedi ve domuzlarda
400-700 pg/g iken maymun, sigir ve koyunda 200 pg/g, rodent ve tavsanlarda 2-10 pg/g
civarinda MT bulunmaktadir (Coyle ve ark, 2002).

Pankreas ve safra salgilarinda bol miktarda Zn ve MT bulunmaktadir. Cinko,
Langerhans adaciklarindaki hiicrelerin biyokimyasal faaliyetleri i¢in 6nemli bir elementtir.
Pankreastaki beta hiicrelerinin bol miktarda ¢inko icermesi, insiilin hormonunun
salgilanmasini, depolanmasini  ve biyosentezinin gerceklesebilmesini  saglamaktadir.
Cinkodan alimlarinda pankreasta MT {iretimi artarak beta hiicrelerindeki islev bozukluklarinin
engellenmesi saglanmaktadir. MT-1 ve MT-2 ¢inkonun fazla alindigi durumlarda, pankreasi
cinkonun toksik etkilerine kars1 koruyabilmektedir (Kim ve ark, 2000). Cinkonun yiiksek
aliminda metallotiyonin mRNA ve protein ekspresyon diizeyi artar iken, ¢inkonun diisiik
allminda bu ekspresyonlar azaldigindan hayvanlarda ¢inko seviyesini belirlemede,
biyoyararligin1 6lgmede MT ekpresyonlarindan ayrica faydalanilmaktadir (Sullivan ve ark,

1998; Martinez ve ark, 2004).

Merkezi sinir sisteminde bulunan MT’ lerden MT-3, beyinde daha yaygindir.
Hipotalamus, hipokampus, serebral kortekste, piamater ve astrositlerde, ependimal hiicrelerde,
koroid pleksiis epitelinde perivaskiiler ve periventrikuler bolgelerde lokalize olurlar. Merkezi
sinir sistemindeki MT’ler metallere karsi koruyucu bariyer fonksiyonlarini yerine getirirler
(Ebadi ve ark, 1995).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan fla¢ ve Antioksidan

Caligmada CP olarak; icerisinde 1g CP’ye esdeger 1069.9 mg CP monohidrat bulunan
ENDOXAN® (Mccaroll ve ark, 2008) Eczacibasi firmasindan, intraperitonel yolla deney
hayvanlarina verilen sodyum selenit (Katalog nu; 244485) ise Sigma-Aldrich firmasindan
temin edildi.

3.2. Deney Hayvanlar

Deney ve ¢alisma dizaym1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan 64583101/2016/146 sayili kararla onaylandi.
Calismada 48 adet, eriskin, agirliklar1 20010 gram olan Wistar Albino ki disi ratlar
kullanildi (Resim 1).

Resim 1. Hayvanlarin genel goriiniimii ve olusturulan deney gruplari.

12



Ratlara deney siiresi boyunca polikarbonat seffaf kafeslerde, standart yem ve igme suyu ad
libitum olarak verildi. Calismamizdaki 48 adet rat, 12;12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi

olan, 1s1s1 22+2°C ve nemi ise % 50-55 olarak ayarlanmis 6zel odalarda barindirildi.

3.3. Deney Dizaym

Deney hayvanlari rastgele se¢imle 8 gruba ayrilarak ve her bir grupta 6 rat olacak

sekilde gruplandirildi. Deney gruplari ve gruplara iliskin uygulamalar asagida belirtildigi
sekilde gergeklestirildi (Sabik ve ark, 2009).

Grup | (Kontrol grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin siire ile 1 ml/giin dozda olacak

sekilde serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup Il (CP Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin siire ile her hayvana
intraperitoneal olarak 200 mg/kg/giin siklofosfamid uygulandi (Resim 2).

Grup Il (Sodyum Selenit Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin boyunca her

hayvana intraperitoneal olarak giinliik 1 mg/kg dozda sodyum selenit uygulanda.

Grup 1V (Sodyum Selenit Grubu+CP Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 giin siire ile
her hayvana giinliik 1 mg/kg sodyum selenite ilaveten, 200 mg/kg/giin dozda siklofosfamid

intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup V (CP Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 35 giin siire ile her hayvana
intraperitoneal olarak 5 mg/kg/giin siklofosfamid uygulanda.

Grup VI (Sodyum Selenit Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 35 giin boyunca her

hayvana intraperitoneal olarak giinliik 1 mg/kg dozda sodyum selenit uygulandi.

Grup VII (Sodyum Selenit Grubu+CP Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 35 giin siire
ile her hayvana giinliik 1 mg/kg intraperitoneal sodyum selenite ilaveten, 5 mg/kg/giin dozda

siklofosfamid intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup VIII (Kontrol Grubu): Bu gruptaki deney hayvanlarina 35 giin siire ile 1 ml/giin dozda

olacak sekilde serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi.
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Resim 2. Intraperitoneal olarak siklofosfamid verilmesi.

3.4. Patolojik Inceleme

Ratlarin nekropsilerinin ardindan alinan karaciger ve bobrek doku Ornekleri
%10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edildi. Daha sonra tespit edilen dokular
trimlenerek doku takip kasetlerine konuldu, ¢esme suyu ile yikandiktan sonra doku takip
cihazinda takip edilerek (Leica TP1020) parafinde bloklandi. Parafin bloklar mikrotom (Leica
RM 2135) ile 4-6 mikron kalinliginda kesilerek histopatolojik inceleme hematoksilen-eozin,
gerekli goriilenler ise yag doku igin oil red O ve bag doku igin Masson’s Trichrome ile
boyanarak 151k mikroskobunda incelendi (Culling ve ark, 1985). Saptanan makroskobik ve
mikroskobik bulgular semikantitatif olarak (0; bulgu yok, 1; hafif, 2; orta ve 3; siddetli)
degerlendirildi. Parafin kesitlerden alinan fazla kesitler immnunohistokimyasal incelemeler

i¢in kullanild1 (Chmielewska ve ark, 2015).
3.5. immonohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal incelemede, MT ekspresyonu, monoklonal anti-metallothionin
clone E9 antikorunun (Thermo Fisher, Monoklonal anti-metallothionin clone-E9, Katalog no;

180133) kullanilacag1 streptavidin-biotin immunoperoksidaz yontemi ile degerlendirildi
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(Chmielewska ve ark, 2015). Rutin olarak 6 um kalinliginda parafin bloklardan hazirlanan
kesitler, poli-L-lisinle kapli lamlar {izerine alindi. Bu kesitler 40 °C’ lik etiivde on dakika
bekletildikten sonra, ksilol ve alkol serilerinden gecirilerek, fosfat tamponlu soliisyonunda
(PBS; pH 7.2) 3x5 dakika boyunca yikandi. Dokudaki endojenaz peroksidaz aktivitesini
baskilamak i¢in %3’liikk hidrojen peroksit (H202) igeren absolut methanolde oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra doku o&rneklerim %0,1
proteinaz K soliisyonunda nemli kamerada 37 °C’ de 10 dakika bekletildi. Spesifik olmayan
antijenik baglanmalar1 engellemek i¢in %1°lik bovine serum albumininde nemli kamerada
yirmi dakika tutuldu. Daha sonra monoklonal anti-metallothionin (clone E9) primer antikoru
ile kapland1 ve +4 C’de bir gece siireyle inkiibe edildi. Bunu takiben dokular, kullanima hazir
biyotinlenmis sekonder antikor (Thermo Fisher, Histostain Plus IHC Kit, Katalog no; 859043)
ile kaplandiktan sonra oda 1sisinda on bes dakika inkiibe edildi. Daha sonra kesitler
horseradish streptavidin peroksidaz konjugati ile oda 1sisinda on bes dakika siireyle inkiibe
edildikten sonra 3,3’—diaminobenzidine tetrahydrochloride-H.O, (DAB) (invitrogen DAB-
Plus Substrate Kit, Katolog no; 00-2020) substrat1 uygulanarak sonra islem sonlandirildu.
Harris hematoksilen ile karsit boyama yapildiktan sonra dokular alkol serilerinde dehidre
edildi. Ksilolde seffaflandirilan kesitler yapistirici (Entellan) ile kapatildi. Tiim kesitlerin ayn1
sartlarda ve prosediirde boyanmasindan sonra, sonuglar ve dokulardaki ekspresyon

yogunluklar1 151k mikroskobunda semikantitatif olarak degerlendirildi.

3.6. istatiksel inceleme

Veriler SPSS 22 (Inc., Chiago, II, USA) yazilim ile analiz edildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima uygun
veriler i¢in tek yonlii varyas analizi yapilirken, normal dagilima uygunluk géstermeyenler i¢in
Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Tek yonlii varyans analizinde verilerin homojenitesi
Levene’s testi ile belirlendi. Gruplar arasi istatistiksel farkliliklar verilerin homojesitesine
gore Tukey ya da Tamhane testi ile belirlendi. 0,05’ten kii¢iik P degeri anlamli kabul edildi
(Conover, 1980). Deney hayvanlari iizerinde yapilan uygulamalarin hayvanlarin ortalama
canli agirhiklar1 {izerine etkisi tekrarli Olgiimler icin iki yonlii varyans analizi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel farkliliklar GLM prosediirlerinden post-hoc Tukey
testi ile belirlendi. Elde edilen sonuglara gore P degeri 0,05’ten kiigiik degerler anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Calismada en belirgin klinik bulgulara CP’ nin otuz bes giin boyunca verildigi Grup
V’de goriildii. Bu bulgular; yeme karsi ilgisizlik ile ratlarin hareketlerinde belirgin sekilde
azalmalar seklinde idi. CP’ nin sodyum selenit ile birlikte verildigi Grup VII’de ise klinik
bulgular daha hafif seyirliydi. Grup V ve Grup VII disinda tiim ¢alisma gruplarinda dikkati
¢eken herhangi bir klinik bulguya rastlanmadi.

Tiim gruplarin canli agirlik artiglart ile karaciger ve bobreklere ait organ agirliklar
Tablo 2 ve Tablo 3’te sunuldu.

CP uygulanan Grup V’ te ise 1’inci haftadan baglayarak 5’inci haftanin sonuna kadar
yapilan canli agirlhik  Ol¢tiimlerinde, canli agirlik artislarinda istatiksel olarak farklilik
goriilmedi. Tiim gruplarda 1’inci haftadan 5’inci hafta sonuna kadar olan canli agirlik
artiglarinda istatiksel olarak anlamli farklilik gériilmedi (Tablo 2).

Calismada yalnizca CP’nin diisiik dozda uygulandigi Grup V’de karacigerin agirlik
artis orani, diger tim gruplara gore diisiik bulunmasma karsin istatitksel olarak anlamli
degildi. Diger tiim caligma gruplar1 arasinda ise karaciger ve bobreklerin organ agirliklart

oranlar1 yoniinden istatiksel olarak farklilik gériilmedi.
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Haftalar
Gruplar P
0 1 2 3 4 5
n X + Sg X+ S¢ X + Sg X + Sg X + Sg¢ X + Sg

GrupV | 6 | 200,66+2,51° | 203,50+2,68% | 209,86+4,75% | 209,78+5,38% | 217,21+2,31% | 224,70+2,28* | 0,001
Grup VI | 6 | 208,33+8,64° | 210,15£9,16% | 205,18+7,93% | 211,38+7,31% | 228,01+8,12% | 231,30+5,96° | 0,004
Grup VIl | 6 | 209,00+6,252 211,51+6,28° | 194,75+£8,56® | 206,85+8,81%® | 216,75+9,65® | 216,98+8,74% | 0,020
Grup VIl | 6 | 209,31+9,46° 210,86+9,65° | 207,48+8,76® | 228,30+9,20®® | 235,58+8,31%® | 237,83+8,26% | 0,003

Tablo 2: CP’nin diisiik dozda verildigi ratlarin canli agirliklarinin haftalara gore degisimleri. Grup V (CP; 200 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum

selenit; 1mg/kg/giin), Grup VII (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VIII (Kontrol grubu).

Organlar Organlar
Gruplar Karaciger Bobrek Bobrek Gruplar Karaciger Bobrek (sol) Bobrek
(sol) (sag) (sag)

Grup | 8,7+0,92 0,7£0,15* | 0,8+0,10* | Grup VIII 8,7+ 1,0® 0,80 £0,182 0,86 £0,122
Grup Il 8,1+0,72 0,7+0,11* | 0,8+0,10? Grup V 7,6 0,72 0,75 £ 0,052 0,78 £0,072
Grup IV 8,05+ 0,52 0,8+ 0,072 0,7+ 0,05% | Grup VII 9,4+0,8° 0,91 +0,212 0,96+ 0,312
Grup I 8,2+ 0,72 0,7+ 0,052 0,7+ 0,052 Grup VI 9,5+1,3° 0,81 + 0,042 0,86 + 0,082
P <0,05

*a, b, ¢ ; ayni siitundaki istatistiksel farklilik ( P<0,05).

1P: Bu deger tek yonlii varyans analizinden elde edilen degeri ifade etmektedir.

Tablo 3: CP’nin yiiksek ve diisiik dozda verildigi ratlarin organ agirliklari. Grup | (Kontrol grubu), Grup II (CP; 200 mg/kg/glin), Grup III
(Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup IV (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin). Grup V (CP; 200 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum
selenit; Img/kg/giin), Grup VII (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VIII (Kontrol grubu).
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4.2. Patolojik Bulgular

4.2.1. Makroskopik Bulgular

Calismada makroskobik bulguya yalnizca CP’nin yiiksek dozda verildig Grup II’de
bulunan hayvanlarda saptandi. Bu olgularda karaciger ve bobreklerde makroskobik olarak
giicliikle segilebilen hiperemi ve konjesyonlar goriildii. Ayrica her iki organin kesit yiizleri
O0demliydi. Grup IV’de ise hiperemi ve konjesyonlarin siddeti daha hafif seyirliydi. Calismada
bulunan diger tiim gruplarda dikkati ¢eken herhangi bir makroskobik bulguya rastlanmadi.

4.2.2. Mikroskopik Bulgular

CP’nin yiiksek dozda verildigi gruplarda karaciger ve bobreklere ait mikroskobik
bulgularin siddeti ve dagilimlari Tablo IV ve Tablo VV’ de, CP’nin diisiik dozda uygulandigi
gruplara ait mikroskobik bulgularin dagilimi ve siddeti Tablo VI ve Tablo VII’de sunuldu.

CP’nin yiiksek dozda uygulandigi gruplarin karacigerlerinde en yaygin ve siddetli
mikroskobik bulgulara Grup II’de goriildii. CP’nin sodyum selenit ile birlikte verildigi grupta
ise mikroskobik bulgular daha hafif seyirliydi. G6zlenen lezyonlar ise; remark kordonlarinin
diizeninde bozulma, sinuzoidlerde dilatasyon (Resim 3), hiperemi, konjesyon, hepatositlerde
dejenerasyon (Resim 4), hepatositlerde tek hiicre nekrozlari seklindeydi. Ayrica bazi
olgularda hepatositlerin sitoplazmalarinda keskin kenarli yag vakuolu benzeri yapilar dikkati
cekti. Oil red O ile boyamalarda bu vakuollerin yag vakuolu olduklar1 goriildii. Dilatasyonlar
genellikle vena sentralislere yakin alanlarda goriildii. Dejenerasyonlar ile birlikte gézlenen tek
hiicre nekrozlari ise diizensiz bir yerlesim gostermekteydi. CP’nin tek doz olarak uygulandigi
grupta sinuzoidlerde dilatasyon, hiperemi, dejenerasyon, nekroz ve yaglanma oranlari1 kontrol
ve yalnizca selenyum verilen gruplara gore istatikseksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulundu (P<0,05). Bu bulgulardan sinuzoidlerde dilatasyon ve hiperemi oranlari ise CP’nin
selenyum ile birlikte verildigi Grup IV’e gore yiiksek olmasia karsin fark istatiksel olarak
anlaml degildi. Ayrica Grup IV’te hepatositlerde gozlenen dejenerasyon, nekroz ve yaglanma

oranlart Grup II’ye gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu (P<0,05).
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Karaciger
Histopatolojik Bulgular
Gruplar | Sinuzoidlerde Dilatasyon Hiperemi Dejenerasyon Nekroz Yaglanma
Grup | 0,00 £ 0,002 0,00 = 0,002 0,00 = 0,002 0,00 + 0,00% 0,00 = 0,002
Grup Il 1,75+ 0,39° 1,18 +£0,30° 3,0 £ 00,0° 2,46 + 0,08° 0,08 +0,04°
Grup I 0,01+ 0,042 0,10 = 0,06 0,15+0,16 0,00 £ 0,00? 0,00 + 0,002
Grup IV 1,70 + 0,20° 1,08 +0,17° 1,76 +0,22° 1,40 +£ 0,25 0,00 + 0,002
P <0,05

Tablo 4: CP’nin yiiksek dozda verildigi ratlarin karacigerlerine ait mikroskobik bulgularin semikantitatif sonuglarmnin istatistiksel

degerlendirmesi. Grup I (Kontrol grubu), Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), Grup III (Sodyum selenit; Img/kg/giin), Grup IV (CP; 200 mg/kg/giin +

Sodyum selenit; 1mg/kg/giin).

a, b, ¢; aym siitundaki istatistiksel farklilik , *; 0,05
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Resim 3. Karaciger. Siniizoidlerde dilatasyon (oklar). A: Grup I (Kontrol grubu), B: Grup II
(CP; 200 mg/kg/giin), C: Grup III (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), D: Grup IV (CP; 200
mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin). HE.

Resim 4. Karaciger. Hepatositlerde dejenerasyon (okbaslar1) ve nekrozlar (oklar). A: Grup |
(Kontrol grubu), B: Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), C: Grup III (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin),
D: Grup IV (CP; 200 mg/kg/glin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin). HE.
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CP’nin yiiksek dozda uygulandigi gruplarda bobreklerdeki en siddetli bulgular Grup
II’de saptandi. Bu grupta en yaygin gozlenen mikroskobik bulgular; tubulus epitellerinde
dejenerasyonlar ve nekrozlar idi (Resim 5). Kanamalar hem kortikal hemde medullar
yerlesimliydi. Tubuluslarda dilatasyon orani yalnizca CP uygulanan grupta yiiksek olmasina
ragmen kontrol, yalnizca sodyum selenit verilen grup ve CP’nin sodyum selenit ile birlikte
verildigi gruplara gore istatiksel olarak anlamli degildi. CP’nin sodyum selenit ile birlikte
verildigi grupta dejenerasyon ve nekroz oranlar1 yalnizca CP’nin verildigi gruba gore diisiik,
kontrol ve yalnizca sodyum selenit verilen gruplara gore ise istatiksel olarak anlamli bir

sekilde yiiksek bulundu (P<0,05).
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Bobrek
Histopatolojik Bulgular
Gruplar Tubuluslarda dilatasyon Glomerular konjesyon Kanama Dejenerasyon Nekroz Tubulus bazal
membranlarinda ayrilma
Grup | 00,00 £ 0,002 00,00 + 0,004 00,00 +0,00% 00,00+ 0,00 00,00 +£0,00% 00,00+ 0,002
Grup Il 0,35+ 0,502 0,50 + 0,08°¢ 0,56 + 0,45° 2,83 +0,24° 2,75+ 0,29°¢ 2,10 £ 0,55°¢
Grup 111 00,00 £ 0,002 00,00 +0,00% 00,00 +0,00% 00,00+ 0,00 00,00 +£0,00% 00,00+ 0,00
Grup IV 0,16 £ 0,262 0,30 + 0,10° 0,26 + 0,29 1,68 + 0,140 1,81 +0,38° 1,51 + 0,240
P <0,05

a, b, c; ayni siitundaki istatistiksel farklilik , *; 0,05

Tablo 5: CP’nin yiiksek dozda verildigi ratlarin bobreklerine ait mikroskobik bulgularin semikantitatif sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi.

Grup I (Kontrol grubu), Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), Grup III (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup IV (CP; 200 mg/kg/glin + Sodyum selenit;

1mg/kg/giin).
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Resim 5. Bobrek. Tubulus epitellerinde dejenerasyon (oklar) ve nekroz (okbaslari).
A: Grup I (Kontrol grubu), B: Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), C: Grup III (Sodyum selenit;
Img/kg/giin), D: Grup IV (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; Img/kg/giin). HE.

CP’nin 35 giin boyunca diisiikk dozda uygulandig1 gruplarda en siddetli ve yaygin
bulgular Grup V’de saptandi. CP’nin tek dozda uygulandigi gruplarda goézlenen bulgulara
ilaveten, safra kanallarinda hiperplazi, hepatositlerin sitoplazmalarinda yag vakuolleri,
karyomegaliden olusan ¢ekirdek degisiklikleri ve hiicre infiltarasyonlar ile bag doku benzeri
proliferasyonlar1 seklindeydi (Resim 6). Yapilan Masson’s Trichrome boyamada bu
proliferasyonlarin bag doku oldugu saptandi. Bu proliferasyonlar; hem kiernan araliklarinda
hem de subkapsular alanlarda goriildii. Hiicre infiltrasyonlar1 az sayida mononiiklear
hiicrelerden olusmustu. Hepatositlerin ¢ekirdeklerinde gozlenen siskinlik, gbzlenen diger
histopatolojik bulgulardandi. Bazi alanlarda hepatositlerin ¢ekirdegi normalin birka¢ kat

bityiikliigiinde idi.
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Karacigerde yalnizca CP verilen grupta tanimlanan tiim patolojik bulgularin
oranlarinin diger gruplara gore yiiksek olduklari goriildii. CP ile birlikte sodyum selenit
verilen Grup VII’de tanimlanan patolojik bulgularin oranlari yalnizca CP’nin verildigi Grup
V’e gore diisiik olmasina ragmen fark istatiksel olarak anlamli degildi. Kontrol grubu ile
yalnizca sodyum selenit verilen gruplarda ise patoljik bulgularin oranlar1 diger gruplara gore

istatiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu.

Resim 6. Karaciger. Safra kanali epitellerinde hiperplazi (oklar) A: Grup V (CP; 5
mg/kg/giin), B: Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), C: Grup VII (CP; 5 mg/kg/glin +
Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), D: Grup V11 (Kontrol grubu). HE.
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Karaciger

Histopatoloji Bulgular

Gruplar | inuzoidlerde _ . . Saffa kanah Hiicre Cekirdek Bagdoku
. Hiperemi Dejenerasyon Nekroz Yaglanma epitellerinde | ; S
Dilatasyon hi . Infiltrasyonlari Degisiklikleri Artigt
iperplazi
Grup V 1,40 +0,18° 0,43+ 0,24° 1,18 +0,330 0,7 +0,24° 0,11+ 0,04" 0,30+ 0,15P 0,26 +0,15° 0,48+ 0,09° 0,25 +0,18°
Grup VI 00,00 + 0,00° 00,00 £ 0,00° 00,00 + 0,007 00,00 +0,00* | 00,00+0,00* | 00,00+ 0,00? 00,00 + 0,007 00,00 + 0,00° 00,00 + 0,00°
Grup VII 1,23 +0, 13b 0,33 +£0,20° 1,03+ 0,18° 0,55 +0,20° 0,06 +0,12° 0,25 +0,10P 0,16 +£0,15% 0,38 +£0,09° 0,16+0,17 %
Grup VIII 00,00 + 0,00° 00,00 £ 0,00° 00,00 + 0,007 00,00 +0,00* | 00,00+0,00* | 00,00+ 0,00? 00,00 + 0,007 00,00 + 0,00° 00,00 + 0,00°
P <0,05
a, b, ¢ ; ayni siitundaki istatistiksel farklilik *; P<0,05.
Tablo 6: CP’nin diisik dozda verildigi ratlarin karacigerlerine ait mikroskobik bulgularin semikantitatif sonuglarinnin istatistiksel

degerlendirmesi. Grup V (CP; 200 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VII (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit;
1mg/kg/giin), Grup V11 (Kontrol grubu).
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Bobrekte yalnizca CP verilen grupta tanimlanan tiim patolojik bulgularin oranlarinin
diger gruplara gore yiiksek olduklari goriildii. CP’nin 35 giin boyunca diisiik dozda
uygulandigi gruplarda en belirgin histopatolojik bulgular Grup V’ de ve daha az olarak da
Grup VII’de saptandi. Bu bulgular; tubulus epitellerinde dejenerasyon, nekroz, tubuluslarda
dilatasyon ve tubulus bazal membranlarinda ayrilma idi. CP ile birlikte sodyum selenit verilen
Grup VII’de tanimlanan patolojik bulgularin oranlar1 yalnizca CP’nin verildigi Grup V’e gore
diisiik goriinmesine ragmen istatiksel olarak farklilik anlamli degildi. Kontrol grubu ile
yalnizca sodyum selenit verilen gruplarda ise patolojik bulgularin oranlar1 diger gruplara gore

istatiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu (P<0,05).
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Bobrek
Histopatolojik Bulgular
Gruplar Tubuluslarda dilatasyon Kanama Glomerular Dejenerasyon Nekroz Tubulus bazal
konjesyon membranlarinda ayrilma

Grup V 0,18+0,242 0,23+0,20° 0,23+0,08° 2,01+0,09° 0,98+0,16° 1,25+0,13°

Grup VI 00,00 + 0,00° 00,00 £ 0,00° 00,00 £ 0,007 00,00 £ 0,00° 00,00 £ 0,007 00,00 £ 0,00°
Grup VII 0,08+0,132 0,13+0,19% 0,18+0,07° 1,88+0,14° 1,41+0,73° 1,1540,13°

Grup VIII 00,00 + 0,007 00,00 + 0,00° 00,00 + 0,007 00,00 + 0,00° 00,00 + 0,007 00,00 + 0,00°
P <0,05

*a, b, ¢ ; ayn1 siitundaki istatistiksel farklilik ( P<0,05).

Tablo 7: CP’nin diisiik dozda verildigi ratlarin bobreklerine ait mikroskobik bulgularin semikantitatif sonuglarnin istatistiksel degerlendirmesi.

Grup V (CP; 5 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VII (CP; 5 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VIII

(Kontrol grubu).
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4.2.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular

CP’nin yiliksek ve diisiik dozlarda verildigi gruplarin karaciger ve bobreklerinde
gozlenen MT’ye ait immunoistokimyasal bulgularin semikantitaif degerlendirme sonuglari
Tablo 8’de 6zetlendi.

CP’nin yiiksek dozda verildigi gruplarda, karaciger (Resim 7) ve bobreklerde (Resim
8) MT ekspresyon diizeyi en yogun olarak yalnizca CP verilen grupta goriildii. CP ile birlikte
sodyum selenit verilen grupta MT ekspresyon diizeyi istatiksel olarak anlamli bir sekilde
diisiik bulundu (P<0,05).

CP’nin diisiik dozlarda 35 giin boyunca uygulandigi gruplarda karaciger (Resim 9) ve
bobreklerde (Resim 10) MT ekspresyon diizeyi yalnizca CP verilen grupta oldukga yiiksek
bulundu. Bu farklilik kontrol ve yalnizca sodyum selenit verilen gruplara gore istatiksel olarak
anlamli olmasina karsin CP ile birlikte yalnizca sodyum selenit verilen gruba gore istatiksel

olarak anlamli degildi (P<0,05).
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Immunohistokimyasal Bulgular
Organlar Organlar

Gruplar Gruplar

P Karaciger Bobrek Karaciger Bobrek
Grup | 4,3+0,22 5,0£0,22 Grup V 77,9£1,1° 78,8+0,9°
Grup Il 84,143,2¢ 85,743,3¢ Grup VI 4,66+0,6% 5,4+0,4°
Grup I 5,5+0,32 6,2+0,22 Grup VI 76,5+1,6° 78,00:£0,4°
Grup IV 41,8+1,0° 42,7+0,9° Grup VIII 4,3+0,2° 5,4+0,2°
P <0,05 <0,05

a, b, ¢ ve d; aym siitundaki istatistiksel farklilik *; 0,05

Tablo 8: CP’nin yiiksek ve diisiik dozlarda verildigi metollothionin antikoruna ait immunohistokimyasal bulgularin semikantitatif sonuglarinin

istatistiksel degerlendirmesi. Grup I (Kontrol grubu), Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), Grup III (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup IV (CP; 200

mg/kg/glin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin). Grup V (CP; 5 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VII (CP; 5 mg/kg/gilin +

Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VIII (Kontrol grubu).
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Resim 7. CP’nin yiiksek dozda verildigi ratlarin karacigerlerinde MT ekspresyonlar1 (oklar).
A: Grup | (Kontrol grubu), B: Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), C: Grup Il (Sodyum selenit;
Img/kg/giin), D: Grup IV (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin).

gt
: “fg}.:n

Resim 8. CP’nin yiiksek dozda verildigi ratlarin bobreklerinde ait MT ekspresyonlari(oklar).
A: Grup | (Kontrol grubu), B: Grup II (CP; 200 mg/kg/giin), C: Grup Il (Sodyum selenit;
Img/kg/giin), D: Grup IV (CP; 200 mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin).
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Resim 9. CP’nin diisiik dozda verildigi ratlarin karacigerlerine ait MT ekspresyonlari(oklar).
Grup V (CP; 5 mg/kg/giin), Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VII (CP; 5
mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), Grup VIII (Kontrol grubu).

Resim 10. CP’nin diisiik dozda verildigi ratlarin bobreklerine ait MT ekspresyonlart (oklar).
A: Grup V (CP; 5 mg/kg/giin), B: Grup VI (Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), C: Grup VII (CP; 5
mg/kg/giin + Sodyum selenit; 1mg/kg/giin), D: Grup VIII (Kontrol grubu).
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5. TARTISMA

Sunulan bu ¢alismada sodyum selenit ile birlikte farkli konsantrasyonlarda kullanilan
CP’nin karaciger ve bobrek dokularinda MT ekspresyon diizeyleri lizerine etkileri patolojik
bulgular ile birlikte kapsamli olarak degerlendirildi.

CP nitrojen mustard grubundan alkilleyici bir antineoplastik bir ilag olup (Mccaroll ve
ark, 2008), tek basina ya da diger antineoplastik ajanlar ile birlikte 16semi, ovaryum tiimérleri,
meme timorleri, lenfoma ve noroblastom gibi birgok tiimoriin tedavisi ile sistemik lupus
eritematozus ve romatoid artritis gibi otoimmun hastaliklarin tedavilerinde siklikla
kullanilmaktadir (Haas ve ark, 1987; Takada ve ark, 2004; Kumar ve Kuttan, 2005; Matsuoka
ve ark, 2008). CP ayrica kemik iligi transplantasyonlarindan 6nce yapilan immunsupresor
tedavide de en cok tercih edilen kimyasal ajanlardandir (Mccaroll ve ark, 2008). Beseri ve
veteriner hekimlikte tiimorlerin kemoterapotik ilaglara karsi gosterdikleri direng veya bu
ilaclarin kullanim dozlariin yetersiz kaldig1 durumlarda basta CP olmak {izere kemoterapide
kullanilan bir¢ok ilacin yiiksek dozda kullanimlar1 gerekmektedir (Cavalletti ve ark, 1986;
Kaya ve ark, 2007). Bu kimyasal ajanlardan CP yiiksek terapotik etkinligin artirilmasini
kisitlayan en Onemli etken ise karaciger ve bobreklerde olusturdugu toksik etkilerdir
(Lawrence ve ark, 1975; Droller ve ark, 1982; Pool ve ark, 1988; Fraiser ve ark, 1991; Xu ve
Malave, 2001; Schimmel ve ark, 2004). CP’nin toksik etkisi aktif metaboliti olan ACR ile
ilgilidir. CP’nin bu toksik etkisinin ise metobolize olmasi sonucu ortaya ¢ikan akreolinin
antioksidan savunma sistemlerini yikimlayarak yiiksek miktarda serbest radikal olusumlarina
neden olarak ortaya ¢iktigi belirtilmistir (Mccaroll ve ark, 2008). Oksidatif stres,
organizmadaki bir¢ok patolojik olayda rol almakla birlikte, bu evrelerde meydana gelen fazla
miktardaki serbest radikaller antioksidan sistem tarafindan etkisizlestirilerek bir denge
olugturmaktadir. Ortaya ¢ikan bu dengenin bozulmasi durumunda ise patolojik degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir (Freeman ve Crapo, 1982; Kiling, 1985; Bulkley, 1989; Aruoma ve ark,
1991; Valko ve ark, 2006). Bu serbest radikallerin olduk¢a toksik bir etki gostererek
hiicrelerdeki karbonhidratlari, lipidleri, proteinleri ve DNA’y1 oksitleyerek, peroksidasyona ve
modifikasyona neden oldugu bildirilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Cheesman ve
Slater, 1984). Sunulan bu ¢alismada hem yiiksek dozda hem de diisiik dozda 35 giin boyunca
verilen CP’nin daha 6nceki ¢aligsmalarla (Senthilkumar ve ark, 2006; Avci ve ark, 2012; Cuce
ve ark, 2015) uyumlu olarak karacigerlerde sinuzoidlerde dilatasyon, hiperemi, dejenerasyon,

nekroz ve yaglanma olusturdugu gozlenmistir. Elde ettigimiz histopatolojik bulgular CP’nin
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FAM ile baslayan daha sonra ortaya ¢ikan serbest radikallerin olusturdugu toksik etki ile
iliskilendirilmistir. Ayrica yapilan g¢alismada bobreklerde yiiksek ve diisiik dozda erilen
CP’nin daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak kanama, dejenerasyon, glomeruler konjesyon,
tubulus bazal membranlarinda ayrilma ve nekroz olusturdugu gézlendi (Philips ve ark, 1961,
Senthilkumar ve ark, 2006; Abraham ve ark, 2007). Calismada tanimlanan histopatolojik
bulgular CP’ in toksik etkisinin akreolinin antioksidan savunma sistemlerini yikimlayarak
yiiksek miktarda serbest radikal olusumlarina neden oldugu bilgisini dogrular nitelikteydi
(Mccaroll ve ark, 2008). Bu baglamda ¢alismamizda siklofosfamidin daha yiiksek dozda
kullanilmasima olanak saglamak amaciyla kuvvetli antioksidan o6zelliklere sahip sodyum
selenit kullanilmas tercih edildi.

Dokulardaki  selenoproteinler ~ Se’nin  biyolojik ~ olarak  fonksiyonlarini
gerceklestirebilmesini saglar. Selenoproteinler eikozonoid sentezini ve yangiyr modiile
ederlerken DNA, lipidler ve lipoproteinler gibi biyomolekiillerde oksidatif hasarin daha da
ilerlemesini 6nlemektedir (Rayman, 2000). Se, glutatyon peroksidaz enzim sisteminin
esansiyel bir pargast olup; glutatyon, glutatyon peroksidazin koenzimidir ve SOR’un
giderilmesinde anahtar rolii oynamaktadir. DNA sentezinde niikleotidlerin rediiksiyonunu,
antioksidan sistemlerin yenilenmesini ve hiicrenin proliferasyonu igin kritik olan hiicre ici
redoks durumunu saglamaktadir. Endotel hiicrelerini peroksinitrit ile olusan hasara kars1 korur
(Acar, 2015). Se’nin lipid peroksidasyonunu baskilayarak hiicre zarimi koruyucu etkisinin ve
sisplatin gibi sitotoksik ajanlarin toksik yan etkilerini azalttigin1 bildiren arastirmalar
mevcuttur (llio ve ark, 1987; Yang ve ark, 2000). CP’nin olusturdugu hepatotoksisite tizerine
Se’nin koruyucu etkinligiyle ilgili yapilan bir ¢aligmada (Bhattacharjee ve ark, 2014), CP'nin
indiikledigi toksisiteye karsi Se'nin koruyucu etkinligi histopatolojik olarak dogrulanarak
bildirilmistir. Bir baska ¢alismada (Acar, 2015) CP ile birlikte uygunan Se’nin karaciger
dokusunu oksidatif hasara kars1 korudugu, Se’nin karacigerde dejenerasyon ve nekroz gibi
histopatolojik bulgularin siddetini azalttig1 bildirilmistir. Sunulan bu ¢alismada yiiksek dozda
CP+Se uygulanan grupta karaciger dokusundaki patolojik bulgularin siddetinin yiiksek dozda
yalnizca CP verilen gruba gore istatiksel olarak anlamli derecede azalttigi goriilmiistiir.
Ayrica bu durum karacigerde MT eksspresyon diizeyi ile desteklenmistir. Karacigerde bu
patolojik bulgularin siddetinin ve dagilimin azalmasi sodyum selenitin oksidatif stres hasrani
azaltmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniildii. Calismada CP’nin diizsiik dozda sodyum selenit ile
birlikte verilen grupta histopatolojik bulgularin yalnizca CP verilen gruba gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde diisiik olmamasi sodyum selenitin diisiik dozlarda ve uzun siireli

kullanilmasi gereken durumlarda etkili olmadigi goriildii. Ayrica immunohistokimsal olarak
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hem karacigerde MT ekspresyon diizeyinin histopatolojik bulgular ile birlikte yiiksek olusu
bu goriisti destekler nitelikte idi.

Tim gruplara ait ratlarin bobreklerinde mikroskobik bulgularin incelendigi bu
calismada, en yaygin ve siddetli bulgular yalmizca CP’nin yiiksek ve diisilk dozlarda
uygulandigr gruplarda gozlendi. Bu bulgular CP ile ratlarda yapilan galismalar ile benzerlik
gostermekteydi (Senthilkumar ve ark, 2006). Calismada CP ile birlikte sodyum selenitin
uygulandig1r gruplarda saptanan mikroskobik degisiklikler yalnizca CP’nin yiiksek dozda
uygulandig1 gruba gore diisilk bulundu. Bu durum sodyum selenitin CP’nin yiliksek dozda
uygulandigi durumlarda bobrekler iizerinde histomorfolojik diizeyde koruyucu bir 6zellik
gosterdigini ortaya koydu. Ayrica immunohistokimyasal olarak da MT ekspresyon diizeyinin
diisiik olmas1 bu goriisii destekler nitelikte idi. Calismada diisiik dozda CP ile birlikte sodyum
selenitin uygulandig1 grupta ise saptanan mikroskobik degisikliklerin yalnizca CP’nin diisiik
dozda uygulandig1 gruba gore diisiik bulundu. Ancak sonug istatiksel olarak anlamli degildi.
Bu sebeple sodyum selenitin CP’nin uzun siireli ve diisilk dozlarlarda kullanilmas1 gereken
durumlarda, doku diizeyinde koruyucu bir o&zellik gostermedigi gorildii. Ayrica
immunohistokimyasal olarak MT eskpresyon diizeyinin de mikroskobik bulgular ile
korelasyon gostermesi bu durumu destekler nitelikte idi. Sodyum selenitin CP’nin diisiik
dozda kullanildigi bobreklerde etkili bir koruyucu o6zellik gostermemesi ile ilgili olarak
CP’nin dozunun uzun siireli kullanilmasi ile ilgili olabilecegi kanisina varildi.

Metallotiyoninler Zn ve Cu gibi temel metallerin homeostasisi ile Cu ve Cd gibi agir
metallerin detoksifikasyonunu saglayan stres proteinleridir (Viarengo ve Nott 1993). Cesitli
sebeplerle meydana gelen hidroksil radikaller ve oksijen serbest radikallerin oksidatif
etkilerine kars1 hiicre hasarlanmalarin1 6nlemesi nedeniyle dogal anti-oksidatif proteinler
olarak devreye girdikleri ifade edilmistir (Zhou ve ark, 2002). Merkezi sinir sisteminde bol
miktarda bulunan MT’ ler; viicutta meydana gelecek iz element yetersizliklerinde ve agir
metal toksikasyonlarinda, bu metallerle kompleks olusturarak beyinde bir bariyer gorevi
yaparlar (Ebadi ve ark, 1995). Gebelik donemlerinde; annede ve yavruda iz element
kullanilabilirliginin saglanmasini ve agir metallerin tutulumunu saglayarak yavruda meydana
gelebilecek teratojenik etkilerin minimal diizeye indirilmesini saglamaktadirlar (Philcox ve
ark, 2000). Hiicre boliinmelerinde etkili olan Zn ve Cu gibi iz elementlerle kompleks yaparak
hiicre proliferasyonuna direkt olarak etkileri bulunmaktadir. Beyin, pankreas, barsak,
karaciger ve bobrekte meydana gelen yangisal hastaliklarin 6nlenmesinde ve bu hastaliklarin
tedavisinde MT’ lerin Onemli etkileri vardir. Bu nedenle organizmanin metabolik

faaliyetlerinin siirdiiriilebilmesinde tedavi amagli bu proteinlerin kullanimmin faydali olacagi
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bildirilmektedir (Simsek ve ark, 2007). Bu baglamda 6zellikle yiiksek dozda CP ile birlikte
verilen sodyum selenitin, karaciger ve bobrek dokusunda histopatolojik bulgularin siddetini
istatiksel olararak belirgin bir oranda diisiirmiis olmas1 ile birlikte her iki dokuda parafin
kesitlerde immunohistokimyasal olarak MT ekspresyon diizeylerini de belirgin bir olgiide
distirdiigii goriildic (Chmielewska ve ark, 2015). Bu durum bize CP’nin yiiksek dozda
uygulandigir durumlarda MT’lerin karaciger ve bobrekte bir stres protein belirteci olarak da
kullanilabilecegini diisiindiirdii (Zambenedetti ve ark, 1998; Candan ve ark, 2016).

Sunulan bu ¢alismada CP’nin ylisek dozda kullanilmasi gereken durumlarda karaciger
ve bobrekte olusan olusan toksik etkilerine kars1 sodyum selenitin, MT ekspresyon diizeyi
bakimindan etkin oldugu goriildii. Bu sebeple CP yiiksek dozda kullanildiginda sodyum
selenitin alternatif destekleyici olarak kullanilabilecegi goriildii. CP’nin diisiik dozda uzun
stireli kullanilmas1 gereken durumlarda karaciger ve bobrek lizerinde ise sodyum selenitin,
MT ekspresyon diizeyleri bakimindan etkili olmamasi nedeniyle alternatif bir antioksidan

olarak kullanilamayacagi sonucuna varildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda antineoplastik ilaglardan CP basta olmak {izere bir¢ok antineoplastik
kimyasal ajanin toksik etkilerini onleyerek bu ilaglarin daha yiiksek dozda ya da diisiik
dozlarda uzun siire kullanilmasina olanak saglayan yontemlerin gelistirilmesi ile ilgili
calismalar devam etmektedir. Bu ilaglar yliksek dozda ve sik olarak kullanildiklarinda, elde
edilmek istenen tedavi etkileri ortadan kalkarak zararli yan etkiler olusturmaktadirlar.
Calismada yiiksek dozda yalmizca CP kullanilan grupta en siddetli patolojik bulgularin
goriilmesi CP’nin karaciger ve bobrekler lizerine oldukca toksik etki gosterdigi sonucuna
varildi. Immunohistokimyasal olarak da MT ekspresyon diizeyinin karaciger ve bdbrekte
yiiksek olusu bu goriisii destekler nitelikte idi. CP ile birlikte es zamanli olarak sodyum
selenit verilen grupta hem histopatolojik bulgularinin siddetinin diisiik olusu hemde
immunohistokimyasal olarak MT ekspresyon diizeyinin yalnizca CP verilen gruba gore diisiik
olusu sodyum selenitin karaciger ve bobrekte CP’nin yiiksek dozda kullanilmasi gereken
durumlarda kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ayrica CP’nin yiiksek dozlarda kullanildig:
durumlara karaciger ve bobrekte MT nin immunohistokimyasal olarak bir hasar parametresi
olarak da kullanilabilecegi diisiiniildii.

Calismada, 35 giin boyunca sodyum selenitin CP ile birlikte verildigi grubun
karaciger ve bobreklerinde hem histopatolojik bulgularin siddeti ve dagilimi hem de MT nin
ekspresyon diizeyinin, diisiik dozda CP verilen gruba gore diisiik olmasina ragmen sonuglarin
istatiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi. Bu durum, sodyum selenitin CP ile birlikte uzun
sireli kullanildiginda koruyucu bir 6zellik gostermedigi goriildii. Ayrica CP’nin diisiik
dozlarda kullanildiginda karaciger ve bobrekte MT’nin hasar belirteci olarak kullanilip
kullanilmayacagmin kesin olarak saptanabilmesi i¢in daha detayli calismalara ihtiyag

duyulacag: goriildii.
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