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OZET: Siklofosfamid (CP)’in antitiimér etkinligi dozu ile dogru orantilidir. Bununla birlikte, yiiksek
dozlarda yaygin sitotoksisitelere neden olur. Selenyum (Se) yapisina katildigi glutatyon peroksidaz gibi
selenoproteinler yoluyla potansiyel besinsel bir antioksidan olarak biyolojik etkiler gostermektedir. Bu
nedenle siklofosfamid nedenli hepatotoksisitede selenyumun olast koruyucu etkisinin arastirilmast
amaglanmistir. Toplam 42 adet erkek Spraque-Dawley sigan 6 gruba (n=7) ayrildi (kontrol, 150 mg/kg CP,
0.5 ve 1 mg/kg Se, CP+0.5 ve CP+1 mg/kg Se gruplari). Se’un karaciger toksisitesinde koruyucu etkisini
belirlemek i¢in serum alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) ve
laktat dehidrogenaz (LDH) seviyeleri belirlendi. Ayrica karaciger dokusu histolojik olarak da incelendi. CP
uygulanan grupta serum ALT (%145), AST (%226), ALP (%88), ve LDH (%73) diizeyleri artti. CP ile
birlikte Se uygulanan gruplarda ALT, AST, ALP ve LDH diizeyleri azaldi (p<0.05). Histolojik
incelemelerde de CP+Se gruplarinda karaciger doku hasart onemli diizeyde azaldi. Sonuglarimiz
selenyumun antioksidan etkilerinin oldugu ve siklofosfamid nedenli oksidatif hasari ve ¢oklu organ
toksisitelerini gidermede yararli olabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Siklofosfamid, oksidatif stres, hepatotoksisite, selenyum, rat.
SELENIUM AMELIORATES CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED HEPATOTOXICITY

ABSTRACT: The antitumoral efficieny of CP is directly proportional to its administrated dose. However,
high doses have a tendency to result in generalized cytotoxicity. Selenium (Se) is a potent nutritional
antioxidant that carries out biological effects by its incorporation into selenoproteins, such as glutathione
peroxidase. Therefore we aimed to investigate the possible protective effect of Se on CP-induced
hepatotoxicity. A total of 42 male Spraque-Dawley rats were divided into 6 groups (n=7) (control, 150
mg/kg CP, 0.5 or 1 mg/kg Se and CP+0.5 and CP+1 mg/kg Se groups). In order to determine the protective
effects of Se on liver toxicity, the levels of serum alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase
(AST), alkaline phosphatase (ALP) and lactate dehydrogenase (LDH) were determined. Also, the liver
tissues were analysed histologically. Serum ALT (%145), AST (%226), ALP (%88), and LDH (%73) levels
increased in CP administrated rats. In groups where CP and Se were given together ALT, AST, ALP, and
LDH levels decreased (p<0.05). Histological analysis of liver tissue showed that tissue damage was
significantly lower in CP+Se groups. Our results show that Se has antioxidant effects and that it may be
useful to eliminate CP related oxidative damage.

KEYWORDS: Cyclophosphamide, oxidative stress, hepatotoxicity, selenium, rat.
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1. Giris

Insan  tiimorlerinin  antikanser  ilaclara
gosterdikleri direncin {istesinden gelebilmek
icin tiimorlii hastalara yogun bir kemoterapi
uygulanmalidir. Bunun igin 6zellikle CP gibi
yiiksek doz alkilleyici ajanlarin kullanilmasi
gerekir (Cavalletti et al., 1986). Ancak yliksek
doz sitotoksik ilaglarin kullanilmasi ve kanser
hastalarinin  sagkalim siirelerinin uzamasi
ilaglarin yan etkilerini de artirmigtir (Kumar
and Kuttan, 2004). Yiiksek doz CP kullanimi
mesanede akut inflamasyona, bobrek hasarina
ve karaciger hasarma neden olur (Kumar and
Kuttan, 2004; Kennedy et al., 2010; Abraham
and Rabi, 2011; Rang et al., 2012; Sakthive and
Guruvayoorappan, 2014). Reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 tiretilmesi oksidatif strese neden
olmaktadir. CP ile wuyarilmig karaciger
hasarinda oksidatif stresin baskin etyolojik rol
oynadigi kanitlarla desteklenmistir
(Stankiewicz et al., 2002; Senthilkumar et al.,
2006). Selenyum beden igin gerekli bir
elementtir.  Glutatyon  peroksidaz  ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda
bulunmasi nedeniyle DNA ve diger hiicresel
yapilart oksidatif hasara karsi korur. Se’un
kanser olusumunu baglama ve ilerleme
safhalarim1 baskiladigini ve hedef hiicrelerde
¢ogalma hizim disiirdiigiinii gosteren bulgular
vardir. Se’un antioksidanlarla etkilesimi
sayesinde kemoterapétik ajanlarla sinerjistik
etkili oldugu ve antineoplastik ilaglarin
terapotik etkinligini artirdigi  bildirilmistir
(Yang et al., 2000; Hatfield et al., 2014). Tim
bu bilgiler goz oniine alindiginda Se’un CP
nedenli  hepatotoksisiteyi ~ oOnleyebilecegi
diistintilmektedir.

2. Gerec ve Yontem
Calismamizda saghkli, erkek, 200+£20 gram

agirhginda, yaklasik 3 aylik, Sprague-Dawley
cinsi, albino sicanlar kullanildi. Tiim deney

hayvanlart  T.C.  Eskisehir =~ Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi (TICAM)'nden temin

edilerek Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvari’nda
normal musluk suyu ve pellet yemle standart
bir ¢evre yasaminda beslendi. Bu c¢alisma
ESOGU Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
27.02.2013 tarihli ve 320/2013 notu karar ile
kabul edilmis ve ESOGU Bilimsel Arastirma

Projeleri kapsaminda (proje kodu: 2014-254)
desteklenmistir.

Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlart

Selenyum (Sigma) ve CP (Sigma-Aldrich)
ticari olarak temin edildi. Bu maddelerden,
CP'nin 500 mg" 25 mL bidistile suda Se’un ise
500 mg’t 50 mL bidistile suda c¢dziilerek
enjeksiyona hazir duruma getirildi. Tim
hayvanlar ilk enjeksiyondan ve dldiiriillmeden
once tartildi ve bdylece uygulanacak ilag
dozlar1 belirlendi. Deney gruplarina verilen CP
ve Se ile kontrol gruplarina verilen serum
fizyolojik ve anestezide kullanilan
ketamin/ksilazin intraperitonal olarak yapildi.
Sadece CP uygulanan gruptaki hayvanlar CP
enjeksiyonundan 1 giin sonra anestezi edildi.
CP ile birlikte Se wverilen gruplarda Se
uygulamasina CP uygulamasindan 6 giin 6nce
basland1 ve deney siiresince devam edildi. 6.
giin hayvanlar tekrar tartilarak uygulanacak CP
dozu belirlendi ve bdylece 6. giin CP+Se
verildi. 7. giin ketamin/ksilazin anestezisi
altinda hayvanlardan intrakardiyak kan
ornekleri alindi. Se’un karaciger toksisitesinde
koruyucu etkisini belirlemek igin serum alanin
transaminaz (ALT), aspartat transaminaz
(AST), alkalen fosfataz (ALP) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) seviyeleri belirlendi.
Ayrica karaciger dokusu histolojik olarak da
incelendi.

Deney Gruplar

Her kafeste en fazla 4 hayvan olacak sekilde
yerlestirildi ve Dbiitin deney hayvanlarn
enjeksiyondan Once bir haftalik karantinaya
almdi. Hayvanlar ilk enjeksiyondan ve
oldiiriilmeden once tartilarak agirliklan
saptandi. Deney bittiginde, tim siganlarin etik
kurallara uygun olarak, ketamin/ksilazin
anestezisi altinda gogiisii acilip yiirege
enjektorle girilerek alinan kan yapilacak isleme
gore, mnormal veya EDTA’ll tiiplere
alindi.Deney hayvanlar1 arasindan rastgele
secimle her birinde yediser (n=7) sican olmak
lizere toplam 6 grup olusturuldu. Bu gruplar
asagida gosterildigi gibi belirlendi.

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

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

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

e Grup 5: Her hayvana 150 mg/kg CP+0.5
mg/kg Se enjeksiyonu yapildi.

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

Aspartat Transaminaz, Alanin Transaminaz,
Alkalen Fosfataz ve Laktat Dehidrogenaz
Degerlerinin Belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarindaki si¢anlardan
tiplere intrakardiyak olarak alman kan
ornekleri 3000 devir/dakika’da  santrifiij
edilerek serumlar elde edilmistir. Alinan serum
orneklerinde Aspartat transaminaz, alanin
transaminaz ve alkalen fosfataz degerleri
Roche Cobas Integra 400 otoanalizériinde
Roche kitleri kullanilarak spektrofotometrik
olarak olc¢iildii.

Organotipik  hipokampal kesit kiltiirleri
lumikolsisin ve kolsisin ile uyarildiktan sonra
elde edilen kiltir medyumlarinda laktat
dehidrogenaz aktivitesi Olgiildi. Kolsisin
grubunun LDH diizeyi (89.3+23.3 U/mL) ile
lumikolsisin grubunun LDH diizeyi (56.2
+13.4 U/mL) arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptand1 (p<0.01).

Histolojik Calismalar

Otopsileri  yapilan siganlarin  bobrekleri
dikkatli bir sekilde kesilip alindi, serum
fizyolojik ile temizlendi. Daha sonra %10'luk
formalin bulunan renkli siselere konuldu.
Bobrekler alindiktan ii¢ saat sonra fiksatifleri
yeniden degistirilerek daha iyi fikse edilmeleri
saglandi. Rutin histolojik doku takibinden
sonra parafin bloklar1 hazirlandi, dokulardan
alinan 5-6 mikronluk Kesitler hematoksilin-
eosin (H+E) boyasi ile boyandi ve 1sik
mikroskobunda incelendikten sonra Olympus
marka DP70 kamera sistemi ile fotograflari
cekildi.

ALT (WL}
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Istatistiksel Analiz

Tim veri analizleri SPSS 21.0 ve SigmaStat
3.5 paket programlari ile yapilmigtir. Siirekli
nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma
olarak, nitel veriler ise n, ortanca deger, 25’inci
ve 75%inci ylizdelik degerler olarak ifade
edilmistir. Bagimsiz olglimlerden olusan ve
normal dagilim gosteren siirekli veriler, One
Way Anova (bu testin coklu
kargilagtirmalarinda  Tukey ve  Student
Newman Keuls yontemlerinden
yararlanilmistir) testi ile, normal dagilim
gostermeyen skor degiskenlerinden olusan
veriler ise Kruskal-Wallis (bu testin ¢oklu
kargilagtirmalarinda  Tukey ve  Student
Newman Keuls yontemlerinden
yararlanilmugtir) testi ile analiz edilmistir. Tim
istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger
(p) olarak ortaya ¢ikan deney gruplar
arasindaki farklar, p<0.05 oldugunda anlaml
olarak kabul edilmistir.

2Bulgular
Biyokimyasal Bulgular

0.5 mg/kg Se, 1 mg/kg Se ve kontrol gruplar
arasinda AST, ALT, ALP ve LDH degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir. 150 mg/kg CP verilen deney
grubunda AST, ALT, ALP ve LDH seviyeleri
kontrole gore sirasiyla %226, %145 %88 ve
%73 oraninda artmustir (p<0.05). 150+0.5
mg/kg CP+Se verilen deney grubunda AST ve
LDH degerleri kotrole gore sirasiyla %120 ve
%52 oranlarinda artarken (p<0.05) ALT ve
ALP degerlerindeki artislar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. 150+1 mg/kg CP+Se
verilen deney grubunda AST degeri kontrole
gore %34 oraninda artarken (p<0.05), ALT,
ALP ve LDH degerlerindeki artislar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(Sekil 1, 2, 3 ve 4).

O Kontrol

|150mgkg CP

oo0.5 mgkg Se

01 mgkg Se

B 150+0.5 mgkg CP+5e

i
- =

I
ES

0150+1 mgkg CP+Se

Dozlar

Sekil 1. 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se,150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari

ile bunlarin kontrol gruplarinin ALT degerleri.
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Dozlar

Sekil 2. 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se,150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari

ile bunlarm kontrol gruplarimin AST degerleri.
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B150mgkg CP
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W150+0.5mgkg CP+Se
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Dozlar

Sekil 3. 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se, 150+0.5 ve 150+ 1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari ile bunlarin

kontrol gruplarimin ALP degerleri.

1 @15041 makg CP+Se

O Kontrol
1200,00 4 @150 mghg CP
;:; 1ggggg 1 00.5 makg Se
=2 1 1
= 500,00 - 01 magkg Se
3 ;gggg 1 B 150+0.5 makg CP+5e
ﬂ..DG . B150+1 mghkg CP+Se

Dozlar

Sekil 4. 150 mg/kg CP, 0.5 ve 1 mg/kg Se,150+0.5 ve 150+1 mg/kg CP+Se verilen deney gruplari

ile bunlarin kontrol gruplarinin LDH degerleri.

Histolojik Bulgular

Histolojik inceleme sonuglaria gore; kontrol
grubu, 0.5 veya 1 mg/kg Se verilen gruplarin
karaciger dokularinda normal histolojik
gbriiniim saptand1 (Sekil 5). Hepatositlerin
santral ven ¢evresinde radiyer olarak kordonlar
halinde diizenlendigi, gevsek kromatinli
¢ekirdeklerin icinde ¢ekirdekgiklerin
secilebildigi ve sitoplazmanin  homojen
goriiniimlii ve hafif eozinofilik boyandig
goriildii. CP verilen gruplara ait karaciger
kesitleri Sekil 6°da goriilmektedir. Tek basina
CP verilen gruba ait siganlarin karacigerlerinde
hepatositlerin  sitoplazmalarinda  hidropik
dejencrasyona isaret eden bulaniklagsma ve
sitoplazma homojenitesinde bozulmanin yani

sira  bazt  hepatositlerin  ¢ekirdeklerinde
kromatin yogunlagsmasi sonucu koyu boyanma
ve kiigiilme, ¢ekirdek simirlarinda diizensizlik
ve sitoplazmada eozinofili artis1 dikkati ¢ekti.
Ayrica siniizoidlerde genisleme sonucu
hepatositlerin birbirinden uzaklastig1 goriildi.
Damarsal yapilarda konjesyon artig1 ve eritrosit
birikimi saptandi. CP+0.5 mg/kg Se verilen
grupta tek basina CP verilen gruba kiyasla
karacigerdeki degisikliklerin azaldigi, ancak
0.5 mg/kg selenyum eklenmesinin CP’nin
neden oldugu  bozukluklari  yeterince
onleyemedigi goriildii. CP+1 mg/kg Se verilen
gruba ait karaciger kesitlerinde yapilan
incelemede ise bazi  kiigilk  bolgesel
degisikliklere karsin histolojik yapinin daha iyi
korundugu saptandi.
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Sekil 5. Kontrol, 0.5 ve 1 mg/kg/ Se gruplarina ait karaciger kesitleri, H+E. a: Sadece serum fizyolojik
verilen grupta, b: Sadece 0.5 mg/kg/ Se verilen grupta, c: Sadece 1 mg/kg Se verilen grupta normal

histolojiye sahip karaciger kesitleri izlenmektedir.

Sekil 6. CP, CP+0.5 mg/kg Se ve CP+1 mg/kg Se verilen gruplara ait karaciger kesitleri, H+E. a: Sadece
CP verilen grupta damarlarda konjesyon, hepatositlerde sitoplazmada bulaniklasma ve homojenite kaybt,
b: Tek basina CP verilen grupta bazi hepatositlerde sitoplazmanmin koyu eozinofilik boyanmasi ve
cekirdeklerde koyulasip kiigiilmeler (oKlar) siniisoidlerde genislemeler, c: CP+0.5 mg/kg Se verilen
grupta siniisoidlerde genigleme ve bazi hepatositlerde eozinofili artigi (oklar), d: CP+1 mg/kg Se verilen
grupta normale yakin bir histolojik goriiniim izlenmektedir.

3. Tartisma ve Sonug

Siklofosfamidin  oksidan oOnciilii  6zelligi
oldugu, oksidatif strese neden olarak
antioksidan enzimlerin islevlerini azalttig1 ve
hayati organlarda lipid peroksidasyonunu
artirdigr gosterilmistir (Ayhanci et al., 2009;
Abraham and Isaac, 2011; Sakthivel and
Guruvayoorappan, 2014). Calismamizda
olugan karaciger doku hasar1 siklofosfamid

metabolitleri tarafindan membranin
hasarlanmas1 ile olusmaktadir. Zira bu
patolojik  degisiklikler = serum  enzim
diizeylerinin  yiikselmesiyle  uyumludur.

siklofosfamid ile birlikte uyguladigimiz
selenyumun her iki dozunda da bu doku hasari
ve nekroz gibi anormal patolojik bulgularin
azalmasi karaciger dokusunun oksidatif hasara
karst  korundugu anlamima gelmektedir.
Verilerimiz ~ dogrultusunda  siklofosfamid
uygulamasinin oksidatif stres ve doku hasarina
neden oldugunu ve selenyumun karaciger
dokusundaki  hasan serbest  oksijen
radikallerini elemine etme yoluyla normale
yaklastirdigini soyleyebiliriz. Bu nedenle de
selenyum kemoterapi regetelerinde antikanser
ilaclarin yan etkilerinin azaltilmasinda etkili
bir aday olabilir.
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