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OZET

Siklofosfamid ile Miyelosupresyon indiiklenen Ratlarda Timokinonun

Hematopoietik Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Siklofosfamid (SP) antineoplastik kemoterapi ilacidir. Fakat toksik yan
etkilerinin ¢oklugu sebebiyle kullanim alam1 kisitlanmakta tedavinin cesitli
basamaklarini olumsuz etkilemektedir. SP tedavisi alan hastalarda miyelosupresyon
geligsmesi temel problemdir. Timokinon (TK) uzun stiredir geleneksel ve tamamlayici
tipta kullanim alan1 bulmus, terapotik etkileri ¢cokca arastirilmis, antioksidan etkisi
ortaya konmus, bir fitokimyasaldir. Bu ¢alismada SP tedavisi alan siganlarda meydana
gelen miyelosupresyona karst TK’nin koruyucu etkinliginin degerlendirilmesi
amaclandi.

Calismada agirlik ortalamasi 230-250 gr olan 32 adet 8-10 haftalik erkek
Sprague Dawley 1rki siganlar kullanildi. Her grupta esit hayvan olacak sekilde (n=8)
dort grup olusturuldu. Kontrol grubu, TK grubu (10 mg/kg TK), SP grubu (50 mg/kg
SP), TK+SP grubu (10 mg/kg TK ve 50 mg/kg SP). TK giinliik olarak intragastrik
gavajla verilirken, SP haftada bir kez toplamda dort kez olacak sekilde intraperitoneal
enjeksiyonla verildi. 28 gilinlik uygulama sonunda hayvanlar anestezi altinda
kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi. Sicanlarda SP ile indiiklenen
miyelosupresyona karst TK’nin koruyucu etkinligi hematolojik parametreler (WBC,
Neu, Lym, Mono, Eos, Baso, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW, PLT),
kemik iligi histopatolojisi, hematopoietik biiyiime faktorleri (EPO, TPO ve G—CSF)
ve oksidan-antioksidan sistem parametrelerinin (MDA, GSH) dl¢iimleri ile belirlendi.

Verilerin analiz sonuglari incelendiginde timokinon ilavesinin siklofosfamidin
sebep oldugu canli agirlik artisinda azalma, hematolojik parametrelerden trombosit ve
16kosit sayisinda baskilanma, hematopoietik sitokinlerden trombopoietin ve G-CSF
seviyeleri ile oksidatif stres parametrelerinden GSH seviyelerindeki azalmay1 6nledigi
tespit edildi. Ayrica histopatolojik incelemelerde siklofosfamidin stromal ve
hematopoietik alanlarda hasara yol agtifi ve adiposit yogunlugunda artisa sebep
oldugu, timokinon ilavesinin ise bu etkilerin ortaya ¢ikisini engelledigi gézlendi.

Sonu¢ olarak, timokinonun kismen baz1 hematopoietik sitokinlerin
seviyelerini koruyarak kismen de antioksidan etkinlik gostererek siklofosfamidin
sebep oldugu miyelosupresyon derecesini azaltabilecegi hem hematolojik hem de
histopatolojik olarak ortaya konuldu. Timokinonun kemik iligi {izerindeki olumlu
etkilerinin daha net bir sekilde ortaya konulabilmesi i¢in daha kapsamli ve ileri diizey
caligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Hematopoietik sitokinler, miyelosupresyon, siklofosfamid,
timokinon.
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ABSTRACT

The Effect of Thymoquinone on Hematopoietic Functions in Myelosuppression

Induced Rats by Cyclophosphamide

Cyclophosphamide (CP) is an antineoplastic chemotherapeutic. However,
because of its excessive toxic side effects, its area of use has become limited, therefore
causing several steps of treatment to be negatively affected. Myelosuppression is the
main problem with patients who are being treated with CP. Thymoquinone (TQ) is a
phytochemical that has long been used in traditional and complementary medicine. Its
therapeutic effects have been studied thoroughly and its antioxidant effects have been
proven. In this study, it was aimed to evaluate the preventative effects of TQ against
myelosuppression seen in rats that are getting CP treatment.

In the study, 8-10 weeks old 32 male Sprague Dawley rats with a mean weight
of 230-250 gr were used. Four groups were formed with an equal number of rats in
each one (n=8). The control group, the TQ group (10 mg/kg TQ), the CP group (50
mg/kg CP), and the TQ+CP group (50 mg/kg CP and 10 mg/kg TQ) were the groups
formed. TQ was given to the rats daily by intragastric gavage while CP was given by
intraperitoneal injection once a week and 4 times in total. At the end of 28 days of
practice, the rats were sacrificed under anesthesia by drawing blood from their hearts.
The preventative effects of TQ against myelosuppression induced by CP in rats were
determined by measuring the following parameters: hematologic parameters (WBC,
Neu, Lym, Mono, Eos, Baso, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW, PLT),
bone marrow histopathology, hematopoietic growth factors (EPO, TPO and G—CSF),
and oxidant-antioxidant system parameters (MDA, GSH).

When the results of data analysis were studied, it was determined that the
addition of TQ prevents the following effects of CP: increase in body weight and
decrease in numbers of thrombocyte and leukocyte from hematologic parameters,
decrease in levels of thrombopoietin and G-CSF from hematopoietic cytokines,
decrease in levels of GSH from oxidative stress parameters. In addition, it was found
in histopathologic examinations that CP causes damage in stromal and hematopoietic
areas and causes increase in adipocyte density, and the addition of TQ prevents these
effects.

As aresult, it was proven by both hematology and histopathology that TQ can,
in fact, decrease the level of myelosuppression caused by CP, partially by preserving
the levels of some hematopoietic cytokines, and partially by having an antioxidant
effect. It was decided that more comprehensive and advanced studies were needed to
reveal the positive effects of TQ on bone marrow more clearly.

Key Words: Cyclophosphamide, hematopoietic cytokines, myelosuppression,
thymoquinone.



SIMGELER VE KISALTMALAR

%
°C
pL

ACR
AGM
Baso
BFU-E
CAT
CFU-E
CFU-GM
CFU-M
CFU-Meg
CLP
CMP

Eos

EPO
EPOR
GCS-F
GMCS-F
GMP
GSH
GSH-px
Hb-A
Hb-F
Hct

HGB
HIF-1
IL-3
IL-5

: Yiizde

: Santigrat derece

: Mikrolitre

: Beta

: Alfa

: Akrolein

: Aort—gonado—mezonefroz bolgesi

: Bazofil

: Patlama olusturan birim eritrosit

: Katalaz

: Koloni olusturan birim eritrosit

: Koloni olusturan birim graniilosit monosit
: Koloni olusturan birim monosit

: Koloni olusturan birim megakaryosit
: Ortak lenfoid progenitor

: Ortak miyeloid progenitor

: Eozinofil

: Eritropoietin

: Eritropoietin reseptorii

: Grantilosit koloni uyarici faktor

: Graniilosit monosit koloni uyarici faktor
: Graniilosit miyeloid progenitor

: Glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Hemoglobin A

: Fetal hemoglobin

: Hematokrit

: Hemoglobin

: Hipoksiyle uyarilabilen faktor—1

: Interlokin-3

- Interlokin—5

vi



-7
Lym
MCV
MCH
MCHC
MDA
Mono
Neu
NF-«B
NS
PAM
PLT
RBC
RDW
ROS
SOD
SP

TK
TPO
WBC

: Interlokin—7

: Lenfosit

: Ortalama eritrosit hacim

: Ortalama eritrosit hemoglobini
: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
: Malondialdehit

: Monosit

: Notrofil

: Niikleer faktor kappa B

: Nigella sativa

: Fosforamid mustard

: Trombosit

: Kirmiz1 kan hiicreleri

: Eritrosit dagilim genisligi

: Reaktif oksijen tiirleri

: Siiperoksit dismutaz

: Siklofosfamid

: Timokinon

: Trombopoietin

: Beyaz kan hiicreleri

vil



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1 Siklofosfamidin Molekiiler Yapist

6

Sekil 2.2 Siklofosfamidin Biyotransformasyon Sonucu Metabolitlerine Doniigmesi... T

Sekil 2.3 Embriyonik Hematopoez

Sekil 2.4 Hematopoez

Sekil 2.5 Kemik Iligi Mikro Cevresi

Sekil 2.6 Eritropoez

Sekil 2.7 Eritroblastik adalar

Sekil 2.8 Eritroblastik Adalarda Eritroblastik Farklilasma Siireci

Sekil 2.9 Hematopoietik Sitokinler

Sekil 2.10 Eritropoietin Mekanizmast

Sekil 2.11 Miyelosupresyon

Sekil 2.12 Timokinonun Kimyasal Yapisi

Sekil 3.1 Cihazlar

Sekil 3.2 Deneyde Kullanilan Sicanlarin Tartim Islemi

Sekil 3.3 Sicanlara Intragastrik Gavaj Uygulanmast

Sekil 3.4 Deney Protokol Semast

Sekil 3.5 MDA Analizinde Numunelerde Goériilen Renk Degisimleri

Sekil 3.6 Spektrofotometrede Olgiim

Sekil 3.7 GSH Analizinde Numunelerde Goriilen Renk Degisimleri

Sekil 4.1 Gruplarin Ortalama Canli Agirlik Degisimleri

Sekil 4.2 Gruplarin Lokosit Degerleri

Sekil 4.3 Gruplarin Nétrofil Degerleri

Sekil 4.4 Gruplarin Eozinofil Degerleri

Sekil 4.5 Gruplarin Bazofil Degerleri

Sekil 4.6 Gruplarin Monosit Degerleri

viil

12

14

.16

18

18

21

24

29

.35

41

42

43

44

48

48

49

52

54

55

.56

57

.58



Sekil 4.7 Gruplarin Lenfosit Degerleriv.iesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssns 58

Sekil 4.8 Gruplarin Eritrosit Degerleri w59
Sekil 4.9 Gruplarin Hemoglobin Degerleri 60
Sekil 4.10 Gruplarin Hematokrit Degerleri 61
Sekil 4.11 Gruplarin Ortalama Korpuskuler Hacim Degerleri 61
Sekil 4.12 Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini Degerleri 62
Sekil 4.13 Gruplarin Ortalama Korpuskuler Hemoglobin Konsantrasyonu Degerleri
................................................. 63
Sekil 4.14 Gruplarin Eritrosit Dagulim Geni§liGi.eemiessssrcssssssssssssssssssssssssssssssnns 63
Sekil 4.15 Gruplarin Trombosit Degerleri 64
Sekil 4.16 Gruplarin Eritropoietin Degerleri 65
Sekil 4.17 Gruplarin Trombopoietin Degerleri. 66
Sekil 4.18 Gruplarin Graniilosit Koloni Uyarici Faktor Degerleri 67
Sekil 4.19 Gruplarin serum MDA Degerleri 68
Sekil 4.20 Gruplarin serum GSH Degerleri 68
Sekil 4.21 Sican Femur Epifiz Bolgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Gortiniimleri 71
Sekil 4.22 Sican Femur Epifiz Bolgesine Ait Histopatolojik GOriintiiler ....eeeeeeesee. 72
Sekil 4.23 Si¢can Femur Diyafiz Bolgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Goriiniimleri 73
Sekil 4.24 Sican Sternum Bolgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Goriiniimleri 75

iX



TABLOLAR DiZINi

Tablo 2.1 Hematopoietik STtOKINIET euueiessvesssrsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 22
Tablo 2.2 Yan Etkiler Icin Ortak Toksisite Kriterleri Skalasina Gére Hematolojik
Toksisite Derecelendirmesi (CTCAE) cveveiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnse 30
Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler 40
Tablo 3.2 Calismada Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri .....ceeeeeene.. 41
Tablo 3.3 Deney Gruplar 43
Tablo 4.1 Gruplarin Ortalama Canlit Agirlik Degisimleri (g) .51
Tablo 4.2 Gruplara Gére Siganlarin Hematolojik Parametrelerindeki Degisimler
(Ort+SD) .53
Tablo 4.3 Gruplarin Serum Hematopoietik Sitokin Degerleri (Ort£SD).....ceueeeune. 65
Tablo 4.4 Gruplarin Serum Oksidatif Stres Parametrelerine Ait Degerler (Ort+SD)
................................................. 67
Tablo 4.5 Yar: Kantitatif Degerlendirme Sonucu Elde Edilen Femur Dokusunun
Histopatolojik Skorlamasina Ait Veriler (Ort+SD) ..69

Tablo 4.6 Yar: Kantitatif Degerlendirme Sonucu Elde Edilen Sternum Dokusunun
Histopatolojik Skorlamasina Ait Veriler (Ort+SD) .70




1. GIRIS

Kanser, diinya capinda gelisen teknoloji ve tani prosediirleri ile daha kolay
teshis edilebilmekte ve teknoloji ¢caginda daha sagliksiz bir hal alan yasam big¢imi
sebebiyle hizli bir sekilde artis gdstermektedir. Kanser tedavileri ile alakali yeni
stratejiler sagkalim oranini artirmig ve mortalite oranini azaltmistir. Yasam siiresinin
artmastyla birlikte hastalarda goriilen agri, yorgunluk, kemoterapi uygulamalarinin
yan etkilerinin azaltilabilmesi gibi hastanin yasam kalitesini etkileyen konular

giindeme gelmistir (Tanik ve Gilirsan, 2022).

Siklofosfamid (SP) kemoterapide tek basina ya da kombinasyonlar seklinde
sikca kullanilan, alkilleyici gruptan, immiinosupresif ve antineoplastik bir ilagtir.
Karacigerde hidroksillenerek iki aktif metabolitine doniigiir. Bunlardan fosforamid
mustard (PAM) SP’nin terapotik etkilerinden, akrolein (ACR) ise toksik etkilerinden
sorumludur. ACR dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarim1 artirarak ve
antioksidan savunma mekanizmalarini bozarak toksik etki gosterir (Chu ve Sartorelli,

2018).

Siklofosfamidin kemoterapotik etkileri yliksek dozlarda kullanilmasina
baghdir fakat yiiksek dozlar ciddi yan etkilere yol agmaktadir. En ciddi yan etkiler
miyelosupresyon ve hemorajik sistittir. Bu yan etkiler sebebiyle tedavide doz
kisitlamas1 gerekmekte ciddi vakalarda kemoterapi tedavisi kesilmek zorunda

kalmaktadir (Emadi vd., 2009).

Kemik iligi ve kan doku; hizli boliinen, belirli periyotlarla siirekli kendini
yenileyen dinamik bir dokudur. Hiicre siklusunun hizli olmasi kemoterapi ilaglarindan
diger dokulara oranla daha fazla etkilenmesine sebep olmaktadir. Kemik iliginin
baskilanmasi sonucunda hematopoietik kok hiicrelerden diger hiicre serilerinin olugsma
stireci bozulur. Kemik iligindeki miyeloid seri (eritrosit, trombosit, graniilosit)
hiicrelerindeki baskilanma neticesinde periferik kanda meydana gelen anemi,

graniilositopeni ve trombositopeniyi kapsayan siire¢ miyelosupresyondur. Hastalarda



ortaya c¢ikan miyelosupresyon hastanin prognozunu kétiilestirmekte, hemorajik
problemlere sebep olmakta, hastay1 firsatgt ve sekonder enfeksiyonlara agik hale
getirmektedir (Yildiz ve Goziioglu, 2021). Son yillarda SP’nin yiiksek dozlarda
kullanimina olanak saglamak ve yan etkilerinin azaltilmasina yonelik ¢alismalar

giderek artmaktadir (Alenzi vd., 2010; Patra vd., 2012; Yildiz ve Goziioglu, 2021).

Timokinon (TK), Nigella sativa tohumlarinin ugucu yaginda baskin olarak
bulunan bir bilesendir. Nigella sativa, 2000 yil1 askin bir siiredir geleneksel tipta
kullanim alan1 bulmus, ¢esitli farmakolojik etkilere sahip bir bitkidir. Giinlimiizde
Nigella sativa’nin faydali etkileri TK ile iliskilendirilmistir. TK, 6zellikle antioksidan
etkisi ile sitoprotektif oldugu bilinmektedir. Ayrica TK son derece giivenilir bir
maddedir. Toksisite calismalar1 TK’nin ¢ok yiiksek dozlarinin bile ciddi bir toksisiteye
sebep olmadigini bildirmektedir (Darakhshan vd., 2015; Shaterzadeh—Yazdi vd.,
2018).

Kemoterapinin kaginilmaz yan etkilerinden biri de miyelosupresyondur.
Kemoterapinin toksik etkilerine maruz kalmamak ya da bu etkileri azaltmak i¢in
antioksidan protektif ajanlar kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada SP’nin sebep oldugu
miyelotoksisite lizerine gii¢lii antioksidan etkilere sahip olan TK’nin olas1 faydali
etkilerinin hematolojik, biyokimyasal ve histolojik agidan arastirilmasi amaglanmustir.
Bu calismadan elde edilen verilerle hem kemoterapide sik kullanilan siklofosfamidin
yan etkilerinin azaltilmasina yonelik bir alternatif sunulmasiyla saglik ve ekonomik

yonden katki sunacagi hem de literatiire bu konuda katki saglayacagi ongoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanser tiim diinyada oliime sebep olan hastaliklar arasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir [(OHD), 2009]. Kanserle iligkili
yasam tarzi olarak tanimlanabilen fiziksel hareketsizlik, sigara kullanimi, niifusun

yaslanmasi, sagliksiz diyetler iilkelerin kanser yiikiinii artirmaktadir (Jemal vd., 2011).

Kanser; bir organizmada bulunan hiicrelerin kontrolsiiz olarak boliinmesi ve
cogalmasi ile karakterize, bir ya da birden ¢ok organi etkileyebilen, tanimlanmis
100°den fazla tiirii bulunan bir hastaliktir (Baykara, 2016). Multifaktoriyel bir
etiyolojiye sahiptir. Kalitim, bakteriler, viriisler, beslenme aligkanligi, radyasyon,
giines 15181, mekanik darbeler, kimyasal maddeler, kiifler, sigara ve alkol kullanimi
kanser olusumunda etkili faktorlerdir (Yokus ve Cakir., 2012). Hiicre siklusu ve
kontrolii genler ile kontrol edildigi i¢in kanser temelde genlerle iligkilidir. Genlerde
meydana gelebilecek fiziksel ve kimyasal degisimler (fosforillenme, asetillenme,
metillenme) gibi epigenetik modifikasyonlar hiicre islevini etkileyebilir. Hasar géren
DNA’nin onarilmasi ile alakali tamir sistemleri bulunsa da bazen yeterli olmaz. Bu
gibi durumlarda genlerin iiriinli olan proteinlerde hasar olusur ve hiicresel islevlerde
bozulmalar baglar. Kanser hiicreleri kendi metabolizmalar1 olan, kontrolsiiz ¢ogalmay1
saglayabilen sinyal sistemlerine sahip, gerekli oksijen ve besini saglayabilmek i¢in
periferdeki dokulardan kendi damar sistemlerini olusturabilen, dolagima gegerek uzak

dokularda kanserlestirmeyi baslatabilen zeki hiicrelerdir (Baykara, 2016).

Kanser tedavisinde; cerrahi girisimler, radyoterapi, kemoterapi, hormon
tedavisi, hedefli terapi, biyolojik yontemler gibi farkli yaklasimlar tek tek ya da
kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Kanser tiirlerinin fazlaligi, bireysel farkliliklar
her yontemin kendine 6zel avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi sebebiyle kansere
kars1 net bir tedavi prosediiriinden bahsetmek miimkiin degildir (Baykara, 2016; Pucci

vd., 2019).



2.1 Kemoterapi

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik yaklasimlar, neoplastik hastaligin
gelisimini yavaslatmak, durdurmak hatta geriletmek icin kullanilan antineoplastik
ilaclar  kullannommi  igermektedir [(OHD), 2009]. Kanser biyolojisinin
anlagilabilirliginin artmasiyla birlikte hedefe yonelik tedavi stratejileri gelismektedir.
Son on yilda bircok ajan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi’nden (FDA)
onay almistir. Kemoterapinin amaci hiicre ve tiimdr cogalmasini engellemek, boylece
kanserli dokunun invazyonunu ve metastazini engellemektir. Geleneksel kemoterapi
ilaglar1 oncelikle DNA, RNA ve protein sentezi siire¢lerine etki ederek neoplastik
hiicrelerin fonksiyonunu bozup apoptozu tetikler. Geleneksel ilaglarla yapilan
kemoterapiden sonug¢ alinabilmesi i¢in dozun tekrarli uygulamalari ya da farkl
ajanlarin kombinasyonlar1 gerekebilir. Hiicre cogalmasi ve farklilasmasi yolaklarini
tesvik eden ya da baskilayan mekanizmalar cesitli genleri, reseptorleri ve sinyal
iletimini igerir. Kanser hiicresinin biyolojisi hakkinda edilen bilgiler sayesinde bu
yollar {izerinde molekiiler hedefli tedaviler tasarlanmaktadir. Kemoterapotik ajanlar
etki mekanizmasina gore alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antimikrotiibiiler ajanlar

ve antibiyotikler olarak siniflandirilabilirler (Amjad vd., 2023).

Kemoterapide kullanilan ajanlar kiimiilatif ya da geri doniisiimsiiz yan etkilere
sebep olabilmektedir. Kisa ya da uzun vadeli yan etkiler olusabildigi gibi uzun vadeli
yan etkilerin en 6nemlisi de sekonder timor olusumudur. Yan etkilerin ciddiyeti tedavi
dozunun degistirilmesine, tedavinin yarida kesilmesine hatta Oliimlere sebep
olabilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 kanser hiicreleri iizerinde toksik etki gosterdigi
kadar saglikli viicut hiicrelerini de hasara ugratmaktadir. Ozellikle hizli bdliinme
ozelligine sahip kan, kemik 1ligi, kil folikiilleri, gastrointestinal sistem hiicreleri ve
ag1z boslugu mukozasindaki hiicreler kemoterapi esnasinda yikima ugrayabilir (Cetik,

2014).



2.1.1. Alkilleyici Tlaclar ve Siklofosfamid

Alkilleyici grupta bulunan kemoterapi ilaglar1 (siklofosfamid, prokarbazin,
klorambustil, karmustin vb.) alkil gruplarinin gesitli hiicresel bilesenlere transferi
aracilifiyla sitotoksik etki gosterir. Hiicre 6liimiine yol acan ana etkilesim muhtemelen
cekirdek i¢inde bulunan DNA nin alkilasyonu sonucu olur. Ancak bu ilaglar hiicredeki
diger kimyasal gruplar1 da alkilleyebilirler. Alkilasyona ek olarak ikinci bir
mekanizma proteinlerin lizin kalintilarmin karbamoilasyonunu igerir. Ikinci
mekanizma, DNA’nin seker—fosfat baginin kopmasiyla DNA zincirinin kirilmasina
yol acar. Alkilleyici ilaglar hiicre dongiisiine 6zgii olmamasina ragmen kanser
hiicrelerinin ilaca en duyarli oldugu dénem hiicre dongiisiiniin ge¢ G1 ve S fazlaridir.
Siklofosfamid, klinikte kullanim1 olduk¢a yaygin olan alkilleyici ajanlardan biridir
(Chu ve Sartorelli, 2018).

2.1.2. Siklofosfamidin Kullanim Alanlar:

Lenfomalar, 16semi, miyeloma, néroblastom, adenokarsinom, retinoblastoma
ve meme karsinomu gibi malign hastaliklarin tedavisinde antineoplastik olarak
kullanildig1 gibi amiloidoz, romatoid artrit, multipl skleroz ve idiopatik nefritis gibi
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve organ transplantasyonlarinda immiinosupresif
olarak kullanim alan1 bulmaktadir (Abdelaziz vd., 2019; Perini vd., 2008; Sharda vd.,
2008). Oral veya intravendz kullanimlar yiiksek biyoyararlanim saglamaktadir (Chu

ve Sartorelli, 2018).

2.1.3. Siklofosfamidin Yapisal Ozellikleri

Siklofosfamidin kimyasal yapis1 sekil 2.1°de gosterilmistir. Siklofosfamid ana

formunda inaktiftir ve aktif metabolitlere doniismesi i¢in karaciger mikrozomal



enzimleri gereklidir. SP; P—450 monooksijenaz enzimi aracilifiyla 4-hidroksi
siklofosfamide doniisiir ve bu metabolit enzimatik olmayan bir sekilde aldofosfamide
dontisiir. Bu da fosforamid mustard (PAM) ve akroleine (ACR) ayrilir (Giines, 2014)
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Siklofosfamidin Molekiiler Yapuisi

Genel olarak fosforamid mustard ve nor—nitrojen mustard siklofosfamidin
terapotik etkilerinden ve akrolein de toksik etkilerinden sorumludur (Sekil 2.2) (Chu
ve Sartorelli, 2018). PAM’mm DNA’ya baglanma yoluyla hiicre bdliinmesini
baskiladigi, boylece antitiimor ve immiinosupresif etki olusturdugu diisiiniilmektedir.
Ote yandan ACR, makro molekiillerin siilfidril gruplariyla reaksiyona girerek
bagisiklig1 baskilamaktadir. Ayrica ACR bobrek epitelini gegip bazi reaktif oksijen
tiirlerini uyararak ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi iizerinden nitrik oksit (NO)
diizeylerini artirarak da etkisini gostermektedir. ACR’nin tetikledigi mekanizmalar
neticesinde interlokin—a, siklooksijenaz—2, TNF— a, trombosit aktive edici faktor,
peroksinitrit seviyeleri de yiikselmektedir (Giines, 2014). Akroleinden dolay1 olusan
serbest radikaller; hiicrede bulunan iyon pompalari, enzim ve reseptor gibi
molekiillerle etkileserek onlarin yap1 ve fonksiyonlarmi bozarlar, apoptozu

indiikleyebilirler (Cengiz vd., 2018; Patra vd., 2012).
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2.1.4. Siklofosfamid Toksisitesi

Alkilleyici ilaglarin toksik etkileri genellikle doza baglidir ve esas olarak kemik
iligi, sindirim sistemi, lireme sistemi gibi mitotik aktivitesi hizli olan dokularda

meydana gelir (Chu ve Sartorelli, 2018).

Immiinosupresif bir ajan olarak siklofosfamid toksisitesi, Idkopeni,
trombositopeni ve anemi gelisimi ile iligkilidir. Bu kosullar tekrarlayan
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir ve yara iyilesmesini engelleyebilir.
Siklofosfamid toksisitesinin diger semptomlar1 arasinda gastrointestinal bozukluklar,
alopesi, hemorajik sistit, renal tiibiiler nekroz, infertilite, pulmoner fibréz ve
kardiyotoksisite yer alir. (Ogino ve Tadi, 2023). Yapilan bir ¢caligmada >1,55 g/m?*/giin
dozunda hastalarin %25’inde akut kalp yetmezligi olusturdugu gézlenmistir (Dhesi,

vd., 2013). Yetiskinlerde iireme sagligi iizerindeki olumsuz etkilerinden kaginmak i¢in



168 mg/kg’dan daha yiiksek kiimiilatif doz kullanilmamasi tavsiye edilmigtir
(Ponticelli vd., 2018).

Alkilleyici ajanlar giiclii vezikan yapida olduklar1 i¢in uygulama bolgesinde
dokulara zarar verebilir, sistemik toksisite olusturabilir. Yapilar1t geregi
kanserojendirler ve Ozellikle akut miyeloid l6semi olmak {iizere sekonder
malignitelerde artisa sebep olabilir (Chu ve Sartorelli, 2018). SP’nin kullanildig1 cok
cesitli kosullar, hastayi riske sokar ve SP kemoterapisinin sebep oldugu yan etkilerin
ciddiyeti ilacin doz kisitlamasina hatta kemoterapinin kesilmesine sebep olabilir (Chu
ve Sartorelli, 2018; Feng vd., 2016; Giines, 2014). Siklofosfamidin mide bulantisi,
kusma, zayiflik, miyelosupresyon, anemi, alopesi gibi yaygin yan etkileri

bulunmaktadir (Perini vd., 2008; Sharda vd., 2008).

2.2. Hematopoez

Kan hiicrelerinin olugma siireci olan hematopoez, embriyonik donemde baslar
ve yasam boyunca devam eder. Cogu olgun kan hiicresi kisa Omiirlii oldugu icin
hematopoietik kok hiicrelerden siirekli olarak yeni kan hiicreleri ortaya ¢ikar ve
eritroid megakaryositik, graniilositik, monositik, lenfositik soylara baglanir. Sabit
durumdaki hematopoezi siirdiirmenin yani sira sistemik kanama ve enfeksiyon gibi
fizyolojik streslere de yanit verir. Hem bazal hem de acil hematopoezi kontrol eden
karmasik siirecin diizenlenmesinde biiyiik dl¢iide sitokinler ve bunlarin ayn1 kdkenli

reseptorleri aracilik eder (Jagannathan ve Zon, 2013).

2.2.1 Embriyonik Hematopoez

Omurgali embriyolarinda hematopoez dinamik ve kompleks bir siiregtir. Kan

damari endotel hiicrelerinin yakininda zamansal ve mekansal olarak ortiisen sathalar



halinde meydana gelir. Giiniimiizde {i¢ hematopoietik safhadan olusan bir model genis

capta kabul gérmektedir (Canu ve Ruhrberg, 2021) (Sekil 2.3).

Yolk kesesi ve plasenta
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Sekil 2.3 Embriyonik Hematopoez

Prehepatik (Mezoblastik) Safha: Yolk kesesinde gergeklesen ve kisa dmiirlii
kan hiicrelerini {iireten ilkel hematopoezdir. Kan hiicresi iiretiminin ilk sathasi,
vaskiiler ve hematopoietik hiicrelerin mezodermal progenitorlerden farklilagtigi ve
kendilerini ekstraembriyonik yolk kesesine giderek kan adaciklar1 halinde organize
ettikleri zaman baglar. Bu siire¢ insanda gebeligin iki ile ii¢lincii haftasinda, farede

embriyonik yedinci glinden itibaren meydana gelir (Canu ve Ruhrberg, 2021).

Yolk kesesi ilkel eritroid hiicrelerin iiretildigi 6zel bolgedir. Ilkel eritroid
hiicreleri, gec¢ fetal ve yetiskin eritroid hiicrelerinden farkli hemoglobine sahiptir.
Normal hemoglobin sentezleyemeyen bu hiicrelerde embriyonik hemoglobinler Hb
gower Tip I, Hb Gower Tip II ve Hb Portland 1-2 gozlenmektedir. Embriyoya 6zgii
bu globinler yetiskin globinlerden daha yiiksek bir oksijen afinitesine sahiptir, bu da
muhtemelen anneyle embriyonik gaz degisimini artirir. Ilkel eritrositlerin kan
dolasimina en erken hareketi kalp atiginin baslangicina denk gelmektedir. Baslangicta
dolagimda ilkel eritroid hiicrelerin ¢ekirdekli bir formu dolasir (Yamane, 2018). Yolk

kesesinde eritroid hiicrelerin biiyiik hiicre popiilasyonuna ek olarak megakaryosit soy



belirteclerini eksprese eden hiicreler gdozlemlenmistir. Ilging sekilde yolk kesesinde
diploid hiicrelerin trombositlerin salinmasi i¢in proplatelet olarak bilinen sitoplazma
uzantilari olusturur. Bunlardan tiiretilen trombositler yetiskin kemik iliginden iiretilen
trombositlerle  karsilagtirildiginda daha  biiyliktiir.  Yolk kesesinde ayrica
olgunlagsmamuis, viicut disinda da proliferatif kapasiteye sahip, gelisim asamasinda
monosit olmaksizin olgunlasan makrofajlarin varlig1 da rapor edilmistir (Kumar vd.,

2019; Yamane, 2018).

Hepato—Splenik-Timik Safha: Yolk kesesin damar sistemine, hemojenik
endotelyal hiicrelerin alt kiimesinden kaynaklanarak doguma kadar kan hiicrelerine
katkida bulunmak {izere hematopoietik progenitorleri iireten kesin olmayan
hematopoezdir (Canu ve Ruhrberg, 2021). Bu hiicreler endotelyal-hematopoietik
gecise ugrar ve boylece hiicresel kimlikteki bir degisiklikle hematopoietik
progenitdrlerin endotelden tomurcuklanmasina sebep olur. Bu sathada hematopoezin
ana bolgesi embriyodaki aort—-gonad—-mezonefroz (AGM) bolgesindeki dorsal aorttur.
Orta evre gebelik sirasinda kemik eritro—miyeloid progenitorlerin (EMP) iiretimi
baslar. Kan dolasiminin baglamastyla EMP’ler yolk kesesinden disar1 tasinir ve fetal
karacigerde kolonilesmeye baglar. Doguma kadar burada hematopoez siirdiiriiliir.
Karacigerde EMP’ler, megakaryositler, fetal hemoglobin B zincirlerine sahip
cekirdekli eritrositler ve monositler dahil olmak iizere birden fazla kan hiicresi tipine
farklilasir (Canu ve Ruhrberg, 2021). Dokuda yerlesik makrofajlar olusturmak icin
dolasim yoluyla diger organlara taginir. EMP tiirevli makrofajlarin dogumdan itibaren
bulunan dokuda yerlesik makrofajlarin cogunu olusturdugu diistiniilmektedir (Canu ve

Ruhrberg, 2021).

Bu safhada yolk kesesinde lenfoid progenitorleri ve lenfo-miyeloid
progenitdrler de iretilir. Karacigerde, lenfoid progenitdr dolasimda B ve T
hiicrelerinin yani sira deri, akciger ve karacigerdeki T hiicreleri de dahil olmak iizere
bircok dokuda yerlesik, bagirsak ve akcigerdeki Bla hiicreleri ve dalakta marjinal

bolge B hiicreleri gibi dogustan gelen lenfositlere farklilagir (Canu ve Ruhrberg, 2021).
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Medullo-Lenfatik Safha: Embriyodan kaynaklanan ve baslangicta fetal
karacigeri destekleyen daha sonra yetiskin hematopoezini desteklemek icin kemik
iligini kalic1 olarak kolonize eden HKH’leri iireten kesin hematopoezdir (Canu ve
Ruhrberg, 2021). Gebeligin dordiincii ile yedinci haftalar1 arasinda Aort—gonado-
mezonefroz bolgesindeki endotelyal hiicrelerden intraembriyonik olarak ortaya ¢ikar.
AGM bolgesinde intra—aortik hematopoietik kiimeler goriilmesiyle kesin
hematopoezin bagladig1 kabul edilir. Buradaki hematopoietik kok hiicreler (HKH)
uzun vadeli yeniden ¢ogalma kabiliyetine sahiptir. Bu HKH’ler dolasimla karacigere
gelir ve burada genigslemeye ve daha fazla olgunlagsmaya baglar. Bu siirecte fetal
karaciger, dalak, timus ve plasentada, eritroblast, graniilosit, monosit kiimeleri
gbzlenebilir. Uretilen eritrositler artik cekirdeksizdir ve Fetal Hb (Hb-F) igerirler.
Gebeligin sekizinci haftasindan itibaren ise 10kositler iiretilmeye baslar (Canu ve
Ruhrberg, 2021). Sonunda, hematopoietik kok hiicreler dogumdan sonra yasam boyu
hematopoezi siirdiirmek i¢in kemik iligini kolonize etmek {izere karacigerden ¢ikar

(Canu ve Ruhrberg, 2021; Dalva, 2018).

Medullar safhada o6lciilebilir miktarda eritropoietin (EPO), Graniilosit—
makrofaj stimiile edici faktor (G—CSF), Hb-F tespit edilebilir (Dalva, 2018).

2.2.1. Yetiskinlerde Hematopoez

Yetigkinlerde her tiir kan hiicresinin iiretimi yalmizca kemik iliginde bulunan
hematopoietik kok hiicre tarafindan gerceklestirilir (Sekil 2.4). Bununla birlikte,
kemik iligi yetmezligiyle iliskili patolojik kosullar altinda (6rnegin miyelofibroz), kan
tireten doku, karaciger ve dalak gibi fetal hematopoez bdlgelerine yeniden gog edebilir

(Lucas, 2021).
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Sekil 2.4 Hematopoez (Dalva, 2018) (Kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.)

Kemik iliginde hematopoietik hiicrelerin iiretilip farklilastirilmasi igin KI
stromal hiicreleri ve mikro ¢evre biiyiilk 6nem tasimaktadir. Progenitor hiicreler ve
hematopoietik kok hiicreler stromal bir hiicre ag1 ile desteklenir. Bu stromal hiicreler,
hiicrelerin tutunmasi i¢in bir altyapi olusturur ve hematopoietik biiylime faktorlerini
sentezler. Burada bulunan stromal hiicreler; mezenkimal hiicreler, osteoblastlar,
osteoklastlar, endotelyal hiicreler, retikiiler hiicreler, yag hiicreleri, perivaskiiler
stromal hiicreler, glial hiicreler, makrofajlar gibi birgok hiicre grubundan olusur (Smith

ve Calvi, 2013).

Eriskinlerde kemik iliginde bulunan pluripotent hematopoietik kok hiicre hem
kendisine hem de diger tiim kan hiicrelerine doniisme yetenegine sahip onciil hiicredir.
Kendisini yenileyebilmesi sayesinde ilerleyen yasla birlikte azalmasina ragmen kok
hiicre havuzunun korunmasi saglanmis olur (Gunsilius vd., 2001; Lucas, 2021).
Hematopoezin ilk asamalar1 ¢ogalmayla, ilerleyen asamalar ise farklilagsmayla

alakalidir (Ingley vd., 2004).

Hematopoietik kok hiicrenin hangi olgun kan hiicresine doniisecegi biiylime ve
farklilasma faktorleri olarak bilinen sitokinler aracilifi ile belirlenir. Dogru
uyaranlarin varliginda pluripotent kok hiicre lenfoid veya miyeloid kok hiicreye

dontisiir. Miyeloid kok hiicreye gelen fakli uyaranlar bu kok hiicreden eritrositlerin,
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megakaryositlerin, l16kositlerin olusmasini uyarirken, lenfoid kok hiicreye gelen farkl

uyaranlar ise lenfositlerin olugsmasini saglar (Ingley vd., 2004).

Kok hiicreden eritrosit olusumu siireci eritropoez, 16kositlerin olusum stireci
l6kopoez, trombosit olusum silireci trombopoez, graniilositlerin olusum siireci ise
graniilopoez olarak adlandirilmaktadir (Ingley vd., 2004). Sekil 2.3’te goriildigi gibi
hematopoietik progenitorler birka¢ farklilasma adimindan gectikten sonra ortak
miyeloid progenitér (CMP) ve ortak lenfoid progenitér (CLP) hiicrelere doniisiir.
Ortak lenfoid progenitor hiicreler T ve B lenfositleri dogal 6ldiiriicii hiicreleri (NK) ve
lenfosittik  dendritik hiicreleri  olustururken CMP’ler megakaryosit—eritrosit
progenitdrlerine (MEP) ve graniilosit-miyeloid progenitorlerine (GMP) doniisiir
(Tsiftsoglou vd., 2009). Sekil 2.2°de koloni olusturan birim CFU (colony forming unit)
olarak ifade edilmistir ve kendisini takip eden gruptaki hiicrelerin olusmasini saglar.
Ornegin; ortak miyeloid progenitérlerden (CMP) makrofaj, CFU-Meg’den

megakaryosit ve ortak eritroid progenitorden (CFU-E) eritrosit olusmaktadir.

2.3.Kemik iliginin Yapisal Organizasyonu ve Hematopoezdeki Rolii

Kemik iligi hematopoezin ana bodlgesidir. Kemik iliginin kompakt kemikle
cevrili olmasi organizasyonun incelenmesini zorlagtiran bir faktordiir. Buna ragmen
gelisen teknoloji sayesinde goriintiileme analizleri icin yiiksek kalitede numune
hazirlanabilmektedir. Ayrica giin gectik¢e hiicrelerin tanimlanmas: i¢in daha fazla
hiicre yiizeyi belirtegleri kullanilabilmektedir. Kemik iliginde bulunan stromal
hiicrelerin scRNAseq analizleri bu stromal popiilasyonun karmagsikligini bir kez daha
gozler Oniine sermistir. Bu zorluklara ragmen son donemde kemik iligi mimarisine dair

muazzam ilerleme kaydedilmistir (Lucas, 2021).
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Sekil 2.5 Kemik Iligi Mikro Cevresi

Kemik iligini sekillendiren yapilar kemik, vaskiiler sistem ve retikiiler stromal
hiicre agidir (Sekil 2.5). Kemik; kemik iligini tamamen sarar, siirlarini belirler ve
trabekiilleri olusturur. Kemik iliginin damar sistemi; KI alaninin ¢ogunu kaplayan
pencereli siniizoid ag1 olusturan nadir arteriollerden olusur. Damar sistemi KI boyunca
yayilan perivaskiiler retikiiler hiicrelerle siki bir baglanti i¢indedir. Hematopoez
damarlar, kemik ve retikiiler hiicreler arasinda gerceklesmektedir. Kemik iliginde
sempatik sinirler, Schwan hiicreleri, adipositler, osteoblastlar, osteoklastlar,
osteositler, ¢esitli fibroblastlar hiicreleri olmak iizere hematopoietik olmayan hiicre

tiirleri de bulunur (Lucas, 2021; Smith ve Calvi, 2013).

2.3.1. Hematopoietik Kok Hiicre

Kan hiicreleri; lenfoid hiicreler [T lenfositler, B lenfositler ve dogal 6ldiiriicii
(NK) hiicreler] ve miyeloid hiicreler (graniilositler, monositler, eritrositler ve

megakaryositler) olmak {izere iki ana sinifa ayrilabilir. Tiim kan hiicrelerinin sinirl bir
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Oomrii vardir: graniilositler birkag¢ saat, kirmizi kan hiicreleri birkac hafta ve bellek T
hiicreleri birkag yil kadar yasar. Bu nedenle siirekli olarak ¢ok miktarda kan hiicresi
tiretilmesi gerekir. Tiim kan hiicreleri, hematopoietik kok hiicreler (HKH) ad1 verilen

kiiciik bir ortak pluripotent hiicre havuzundan tiiretilir (Smith ve Calvi, 2013).

Glinlimiizde HKH, kendini yenileyebilen ve c¢ok soylu hematopoezi
stirdiirebilen klonojenik hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Multipotent HKH, kendini
yenileme kapasitesini kaybeden ve olgun kan hiicrelerine doniisebilen progenitor
hiicrelere farklilasir. Pluripotent HKH'den olgun kan hiicrelerinin iiretilmesi, belirli bir
hiicre soyuna baglilik, soyla sinirli progenitdr hiicrelerin terminal farklilagmast,
bliylimenin durdurulmasi1 ve apoptoz gibi ardisik asamalar boyunca oldukga iyi
diizenlenmis bir siireci icerir. Hematopoietik progenitorlerin yilizeyindeki farkli
reseptorlerin ekspresyonu, biiyiime ve farklilasma faktorleriyle, stromal hiicrelerle,
hiicre dis1 matriks molekiilleriyle ve ¢oziinebilir diizenleyici sitokinlerle, etkilesime

izin verir (Smith ve Calvi, 2013; May vd., 2018).

Hematopoietik kok hiicrelerin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, kendini yenilemesi
ya da farklilagmas1 “biliylime ve farklilasma faktorleri” olarak bilinen sitokinler
aracilifiyla saglanir. Dogru uyaranlarin varliginda pluripotent kok hiicre lenfoid veya
miyeloid kok hiicreye doniisiir. Miyeloid kok hiicreye gelen fakli uyaranlar bu kok
hiicreden eritrositlerin, megakaryositlerin, 16kositlerin olugsmasin1 uyarirken, lenfoid
kok hiicreye gelen farkli uyaranlar ise lenfositlerin olugsmasini saglar (Christopher vd.,

2011).

2.4.Hematopoietik Kok Hiicreden Farklilagsma Siireci

2.4.1. Eritropoez

Eritropoez; HKH’den asamali olarak farkli fonksiyonel ve morfolojik

Ozelliklere sahip progenitorlerin ¢cogalmasini, farklilasmasini ve olgun eritrositlerin
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tiretilmesini igerir (Ingley vd., 2004; Tsiftsoglou vd., 2009). Omurgalilarda
dolagimdaki oksijen miktar1 tarafindan diizenlenen dinamik bir siirectir. Bu siirecin
kontroliinde yer alan spesifik sinyal yollar1 ve molekiiler yolaklar tanimlanmstir.
Oncelikli olarak hipoksinin etkiledigi siirecte demir hemostazi ve transkripsiyon

faktorlerinin 6nemli rolii vardir (Tsiftsoglou vd., 2009).

Gebeligin basinda vitelliis kesesinde {iretilen eritrositler gebeligin ikinci
trimesterinde agirlikli olarak karaciger olmak {izere dalak ve timusta da tiretilmektedir.
Son trimesterde ise yagamin geri kalaninda devam edecegi gibi kemik iligi eritrosit
yapimindan sorumlu primer organ haline gelir (Ingley vd., 2004; Rieger ve Schroeder,

2012).

Pluripotent kok hiicreden olusan “patlama olusturan birim (BFU-E)” ve
“koloni olusturan birim—eritrosit (CFU-E)” in vitro olarak tanimlanmis en erken
tanimlanan progenitdrlerdir ve her iki progenitoriinde belirgin morfolojik 6zellikleri
yoktur (Sekil 2.6) (Dalva, 2018; Ingley vd., 2004; Rieger ve Schroeder, 2012).
Bununla birlikte farklilasma siirecinde gerekli olan EPO reseptorlerini, sinyal ara
tirtinlerini, hiicre yiizey belirteclerini ve transkripsiyon faktorlerini eksprese ederler

(Ingley vd., 2004).
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Sekil 2.6 Eritropoez
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Ik eritrosit onciisii “proeritroblast”tir ve c¢ekirdekli bir hiicredir. Hb
sentezleyebilir ve iist liste mitoz boliinmeler gegirerek kendi hacminin yaris1 kadar
olan “bazofilik eritroblastlar1” olusturur. Bazofilik eritroblastlar az miktarda Hb igerir.
Boliinmesi sonucu daha kiiclik hacimdeki “polikromatofilik eritroblastlar” olusur. Bu
hiicrelerin boliinmesiyle de “ortokromatofilik eritroblast” adi verilen daha kiiciik
boyutlu, mitotik aktivitesini kaybetmis hiicreler olusur. Bu sathada Hb yogunlugu
artar, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulum kaybolarak “retikiilosit” olusur (Ingley vd.,
2004). Retikiilositler ¢ekirdek ve endoplazmik retikulumlarin1 kaybetmis olmalarina
ragmen hala sitoplazmik organellere sahiptir. Retikiilositler olustuktan sonra 72 saat
kadar kemik iliginde kalip diapedezle kan dolagimina geger (Kumar vd., 2020).
Retikiilositte kalan DNA ve RNA artiklar1 birkag giin i¢inde kaybolduktan sonra olgun
eritrositler olusur. Olgun eritrositler, mitokondri ve diger organelleri olmayan ancak
oksijen baglayabilen ve dagitabilen hemoglobin (Hb) i¢eren i¢biikey diskler seklinde
goriilen hiicrelerdir. Morfolojik olgunlasmanin asamalari, kademeli olarak hiicre
boyutunda kii¢iilme, hemoglobin konsantrasyonunda artis ve sitoplazmik asitlesme ile

karakterizedir. Eritropoez toplamda bes ile yedi giin siirmektedir (Ingley vd., 2004).

Eritrositler dolagimda uzun bir silire kaldiktan sonra hiicre zarinin lipit
tabakalarindan fosfatidilserin eksprese etmeye baslar. Bu molekiil retikiiloendotelyal
makrofajlar tarafindan taninarak yaslanan eritrositlerin ve eritrosit bilesenlerinin

fagosite edilmesini saglar (Tsiftsoglou vd., 2009).

Eritrosit onciilerinin gelisimi; farklilagan eritroblastlarla merkezi bir makrofaji
igeren eritroblastik adalarda gerceklesir (Sekil 2.7). Eritroblastik adalar kemik iliginde
ve eritropoezin sekonder bolgesi olan dalagin kirmizi pulpasinda goriiliir. Eritroblastik
adalarda bulunan makrofajlar, retikiilositlerin ekstriide c¢ekirdeklerini ve elimine
edilmis diger organelleri fagosite eder. Ayn1 zamanda eritropoez i¢in 6nemli olan
regiilatorlerin [EPO, Transforming growth factor B (TGF-8)] tretiminden de
sorumludur. Makrofajlarin tilkenmesi eritropoezi baskilamaktadir. Biitiin bunlar

makrofajlarin eritropoezdeki 6nemini gostermektedir (Ingley vd., 2004).
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Sekil 2.7 Eritroblastik adalar (Kumar vd., 2020)

Eritroblastik adalarda farkli asamalardaki eritroblastlar arasinda c¢apraz

diizenleme vardir. Olgunlasmamus eritroblastlar Fas Oliim Reseptorleri eksprese

ederken daha olgun eritroid hiicreler Fas ligandlar1 icerir (Sekil 2.8.). Bunedenle olgun

hiicrelerin fazlaligi daha az gelismis hiicrelerin farklilagmasini engeller (Ingley vd.,

2004).

Matiir eritroblast
(FAS-L+)

immatiir eritroblastlar
(FAS+)

Santral makrofaj

Sekil 2.8 Eritroblastik Adalarda Eritroblastik Farklilasma Siireci
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2.4.2. Miyelopoez (Graniilopoez)

Miyelopoez; miyeloid oncii hiicrelerden eozinofil, ndtrofil, bazofil, monosit ve
makrofaj liretilmesini kapsar. Miyeloid hiicreler; koloni olusturan birim graniilosit—
monosit (CFU-GM) olarak bilinen progenitor hiicreden farklilagirlar. CFU-GM’nin
farklilasmasinda graniilosit koloni uyaric1 faktér (G—CSF), Interlokin—3 (IL-3) ve
interlokin—5 (IL-5) gibi sitokinler rol almaktadir. Miyeloid hiicrelerin ii¢ ana islevi,

gerekli durumlarda dokuya gog¢ etme, fagositoz ve ekzositozdur (Ekinci ve Demir,

2020).

Sistemik enfeksiyon sirasinda organizmanin artan fagosit talebiyle basa ¢ikma
yetenegi, biiyiik dlgiide olgun miyeloid hiicrelerin yeterli miktarda yenilenmesine
baglidir. Acil durum veya talebe gore uyarlanmis miyelopoez olarak adlandirilan bu
siirec, Ki’nde hematopoietik progenitdrlerin aktivasyonunu gerektirir, bu da bunlarin
miyeloid soyuna dogru ¢ogalmasma ve farklilasmasma sebep olur. Ki
progenitdrlerinin periferdeki olgun hiicrelere yonelik artan ihtiyaca uyum saglamadaki
basarisizligi, kemoterapinin sebep oldugu miyelosupresyonun sistemik enfeksiyonun
sonucu lizerindeki zararli etkisinin gosterdigi gibi yasami tehdit edici olabilir. Son
gelismeler, acil miyelopoezde yalnizca islenmis miyeloid progenitorlerin degil aym
zamanda hematopoietik kok hiicrelerin (HKH'ler) de 6nemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Bu baglamda, patojenden tiiretilen iiriinler (Orn., Toll benzeri reseptor
ligandlar1), hematopoietik ve hematopoietik olmayan hiicreler tarafindan inflamatuar
medyatorlerin (6rn., sitokinler ve biiyiime faktorleri) liretimini indiikleyerek, dogrudan
veya dolayli olarak miyeloid seriye dogru HKH farklilasmasin1 aktive eder

(Boudreaux ve Christopherson, 2022).

2.4.3. Trombopoez

Trombositler pthtilasma mekanizmalarinda gorev almaktadir. Dolagima katilan

trombositler 8—10 giinliik dmiirlerini burada tamamlar. Viicutta bulunan trombositlerin
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1/3 kadar1 dalak pulpasinda depolanmig halde bulunur. Kemik iliginde yliksek
hacimde bir trombosit deposu bulunmaz. Periferik dolasimda trombosit miktari
azalirsa trombosit olusumunu uyaran “trombopoietin” miktarinda artig goriiliir

(Boudreaux ve Christopherson, 2022).

Megakaryositler c¢ekirdekli ve c¢ok loblu olmasina ragmen gelisimini
tamamlamig trombositler ¢ekirdeksiz ve iki ile dort mm c¢apa sahip pargaciklardir.
Trombositler; proplateletler olarak adlandirilan olgun megakaryosit zarlarinda
bulunan pseudopodal ¢ikintilarinin, organellerinin, zarlarin graniillerin ve ¢oziiniir
makromolekiillerin pargalanmasiyla olusur. Niikleer materyalin makrofaj aracili
fagositoz ile ortadan kaldirilmasindan 6nce her megakaryositten 1000-3000 adet

trombosit olusturdugu bilinmektedir (Kaushansky, 2008).

Trombosit iiretimi, hematopoietik kok hiicreleri (HKH'ler), bunlarin
farklilagmis nesillerini, kemik iligi mikro ortamini ve hematopoietik sitokinleri igeren
karmasik bir stirectir (Boudreaux ve Christopherson, 2022). Trombositler HKH’lerden
gelisen Megakaryosit—Eritroid Progenitorlerden (MEP) tiiretilirler (Boudreaux ve
Christopherson, 2022; Kaushansky, 2003). Yetiskin bir insanda, kararli durumda,
giinde 1000 trombosit iretilir. Talep arttigi zaman iretim kapasitesi 20 kat

artabilmektedir (Kaushansky, 2003).

Proplatelet olusumu esas olarak olgun megakaryositlerde meydana gelir ve
sitoplazmanin uzantilara doniistiigii bir intihar siirecini temsil eder. Mikrotiibiillerde
meydana gelen uzatma ve geri c¢ekilme hareketleriyle muhtemelen aktin
filamentlerinin yeniden dilizenlenmesi sayesinde megakaryositlerin bir kutbunda
baslar. Proplatelet morfogenezi olduk¢a dinamik bir siirectir. Proplatelet olusumu
simnirl sayida transkripsiyon faktoriine ve bunlarin transkripsiyonel hedeflerine
baglhidir. GATA1 megakaryosit yasam dongiisiiniin her asamasinda 6nemli roller

oynar (Noguchi vd., 2007) .
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2.5. Hematopoietik Sitokinler

Sitokinler, yapisal ve fonksiyonel olarak korunmus sitokin reseptorleri ailesine
baglanarak ve bunlar1 aktive ederek farkli hiicre tiplerinde biyolojik tepkileri
uyarabilen, spesifik hiicre dist ligandlardan olusan bir ailedir (Jagannathan ve Zon,

2013).

Hematopoietik sistemin siirekli olarak yenilenmesi, spesifik hiicre tipinin
dogru yerde ve zamanda kalici olarak iiretilmesi karmasik bir siirectir. Hematopoietik
hiicrelerin tiretimi bir grup hematopoietik sitokinin siki kontrolii altindadir (Metcalf,

2008).
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Sekil 2.9 Hematopoietik Sitokinler
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Her sitokinin, sitoplazmik alanlar1 hayatta kalma, ¢ogalma, farklilagmaya
baglilik, olgunlasma ve fonksiyonel aktivasyon gibi ¢esitli yanitlari baglatan 6zel
bolgeler iceren reseptorlerin aracilik ettigi birden fazla eyleme sahiptir. Bireysel
sitokinler soya 6zgii olabilir veya birden fazla soydaki hiicreleri diizenleyebilir ve kok
hiicreler veya megakaryosit progenitorleri gibi bazi hiicre tipleri i¢in proliferatif
tepkiler icin birden fazla sitokinin eszamanli etkisi gereklidir. Ayni sitokinler bazal ve
acil hematopoietik hiicre proliferasyonunu kontrol eder (Tablo 2.1., Sekil 2.7.)
(Metcalf, 2008).

Tablo 2.1 Hematopoietik Sitokinler

Ad1 Hiicresel Kaynag Uretilen Hiicre Tipleri

Notrofil, Monosit, Eozinofil,

SCF (Kok Hiicre Faktorii) Fibroblast, Endotel

Megakaryosit, Eritrosit
GCS—F (Graniilosit Koloni
Uyarict Faktor)
M-CSF (Makrofaj Koloni
Uyarict Faktor)
G—-MCSF (Graniilosit

Monosit, Fibroblast, Endotel Notrofil

Monosit, Makrofaj, Fibroblast,

Monosit, Makrofaj
Endotel

T Hiicresi, Monosit, Endotel,

Fibroblast

) ) Notrofil, Monosit, Eozinofil,
Monosit— Koloni Uyarict . .
Megakaryosit, Eritrosit

Faktor)
Eritropoietin Bobrek, Karaciger Eritrosit
Trombopoietin Karaciger, Bobrek Trombosit
T Helper Hiicreleri, Mast
IL-3 Hiicreleri, Endotel Hiicreleri, Graniilosit Koloni Olusumu
Eozinofiller
B Hiicresi Farklilagma
IL-5 Mast Hiicreleri, Eozinofiller Faktorii, Eozinofil
Proliferasyonu
Kemik 1ligi ve Timusun
IL-7 T ve B Lenfosit Hemostazi

Stromal Hiicreleri
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2.5.1. Eritropoietin (EPO)

Eritropoietin (EPO) yaklasik 30 kDa'lik asidik, glikoprotein yapida 165 amino
asitten olugan bir hormondur. EPO, fetal donemde dncelikle hepatositler tarafindan
eksprese edilir. Dogumdan sonra renal korteksteki peritiibiiler fibroblastlar ana iiretim
bolgesi haline gelir. EPO sentezi transkripsiyonel seviyede diizenlenir. EPO mRNA
aym1 zamanda beyinde, karacigerde, dalakta, akcigerde ve testislerde de tespit
edilebilir, ancak bu organlar kronik bobrek hastaliginda (KBH) renal Epo'nun yerini
tutamaz (Jelkmann, 2011). Beyinden tiiretilen EPO, lokal olarak ndroprotektif bir
faktor olarak gorev yapar (Noguchi vd., 2007). Sistemik Epo, agirlikli olarak koloni
olusturan birimler olan eritroid (CFU—E'ler) olmak iizere eritrositik progenitorler i¢in
anti—apoptotik bir ajandir. EPO'ya yanit olarak koloni olusturan birimler olan eritroid
(CFU-E) cogalir ve farklilasarak proeritroblast ve normoblast gruplarini olusturur
(Jelkmann, 2011). insan hematopoietik Epo—R (EPO reseptérii), sitokin sinif I reseptdr
ailesine ait olan ve homodimerleri olusturan, yaklasik 60 kDa'lik 484 amino asitli bir
glikoproteindir. EPO'nun EPO-R dimerine baglanmasi iizerine sitoplazmik Janus
kinazlar 2 (JAK2), EPO—R'nin tirozin kalintilarinin ve g¢esitli hiicre i¢i proteinlerin
(enzimler ve transkripsiyon faktorleri) fosforilasyonunu katalize eder. Eritropoez
yavag etkili bir siiregtir. Plazma EPQO'daki artisin ardindan retikiilositozun

belirginlesmesi {i¢ ile dort giin siirer (Jelkmann, 2011).

Eritropoietin sentezini uyaran en 6nemli faktor hipoksidir. (HIF—1), hipoksiye
cevap olarak EPO salgilanmasini kontrol eden transkripsiyon faktoriidiir. Hipoksik
kosullar altinda bobrekteki HIF—1seviyesi artar bu da bobreklerde EPO geninde

mRNA transkripsiyonunu uyarir ve EPO sentezi artirilmis olur (Jelkmann, 2011).
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Sekil 2.10 Eritropoietin Mekanizmasi

Bobrek disindaki organlarda hipoksi olugsmasi durumunda da bobreklerde EPO
salgilanmasi uyarilir. Androjenler, noradrenalin ve tiroid hormonlarit EPO miktarini
artirirken Ostrojenler EPO iiretimini baskilar. EPO’nun varliginda kan yapimi igin
gerekli demir gibi maddeler yeterli miktarda varsa eritrosit sayist 10 kat kadar

artirilabilir (Jelkmann, 2011).

2.5.2. Graniilosit Koloni Uyaric1 Faktor (G—CSF)

Grantilosit koloni uyarict faktér (G—CSF) gibi hematopoietik sitokinler,
proliferatif uyarici olduklari gibi hiicrenin hayatta kalmasi, farklilagsmasi, olgunlagmasi
ve olgun hiicrelerin fonksiyonel uyarimi iizerinde etkili olan sitokinlerdir (Metcalf,
2008). G—CSF c¢oklu doku ve hiicre tiplerinden tretilmektedir. G-CSF’nin hiicresel
kaynagi; T hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve makrofajlardir (Mehta vd.,

2015). Insanlarla yapilan deneysel ¢alismalar rekombinant G—-CSF’nin kullanimimin
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kemoterapinin sebep oldugu diislisiin notrofil diizeylerinin diizeltilmesinde etkili
oldugu kanitlanmistir (Metcalf, 2008). Koloni stimiilan faktorler klinikte; primer ve
sekonder proflaksi, atesli ya da atessiz nétropeninin tedavisi, kok hiicre
transplantasyonu uygulanan hastalarda destek olarak ya da kok hiicrelerin

mobilizasyonu amaciyla kullanim alan1 bulmaktadir (Ozgiiven, 2010).

2.5.3. Trombopoietin (TPO)

Trombopoietin; trombopoezi diizenlemekten sorumlu sitokindir (Kaushansky,
2003; Kaushansky, 2008; Metcalf, 2008). Karacigerde basta olmak iizere bobrek,
kemik 1iligi stromasi, diiz kas gibi dokulardan sentezlenen 332 amino asitlik bir
glikoproteindir  (Hitchcock ve Kaushansky, 2014; Kaushansky, 2003).
Megakaryositlerin ve trombositlerin olgunlagsmasmi ve salinmasini etkilemektedir
(Kaushansky, 2008; Xu vd., 2018). TPO &zellikle Interlokin—3 ve SCF ile
kombinasyon halinde megakaryosit olusumu i¢in giiclii bir uyaricidir (Kaushansky,
2008). Ancak TPO olmadan CSF-MK (koloni olusturan birim— megakaryosit) iiretimi
tamamen durur (Kaushansky, 2003).

Trombopoietin plazma konsantrasyonlar: normal olarak, trombosit sayisiyla
ters orantilidir. Trombositozu olan hastalarda, trombosit aracili TPO mekanizmasi
bastirilir ve bu sebeple hormon diizeyleri diisiiktiir. Trombositopenili hastalarda ise
hepatik TPO {iretiminin bir miktar1 trombositler tarafindan adsorbe edilerek kan

diizeylerinin yiikselmesi saglanir (Kaushansky, 2003).

2.5.4. Kok Hiicre Faktorii (SCF)

Kok hiicre faktorii hem primitive hem olgun hematopoietik progenitor
hiicrelerde ifade edilmektedir. In vitro olarak SCF; lenfoid, miyeloid, eritroid

hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasini uyarmak i¢cin G—CSF, GM—-CSF, IL-3
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gibi diger biiyiime faktorleri ile birlikte ¢alisir. G—CSF ile kombinasyon halinde
kullanilmast periferik kan progenitor hiicrelerinin mobilizasyonunu artirdigi

gosterilmistir.

Embriyonik yagsamda hematopoez bolgelerinde, merkezi sinir sisteminde ve
bagirsakta eksprese edilir. Yetiskinlerde ise kemik iligi endotel hiicreleri ve
fibroblastlar  tarafindan  iretilmektedir. Normal insan serumunda SCF
konsantrasyonlar1 ortalama 3,3 ng/ml’dir. Miyelosupresif kemoterapi veya radyasyon

tedavisi kemik iliginde SCF mRNA diizeylerini artirabilir (Wilkinson vd., 2020).

2.5.5. Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor (CSF-1)

Makrofaj koloni uyarict faktdér monositler, doku makrofajlari, dendritik
hiicreler, mikroglia ve osteoklastlarla temsil edilen mononiikleer fagositler yabanci
patojenlere karst viicudun ilk savunma hattin1 saglamaktadir. Mononiikleer
fagositlerin gelisimsel morfolojisi ve fonksiyonlar1 CSF-1 tarafindan diizenlenir. M-
CSF, endotel hiicreleri, fibroblastlar, osteoblastlar, diiz kas ve makrofajlar dahil olmak
tizere ¢esitli hiicreler tarafindan yapisal olarak {iretilir ve plazmada; 10 ng/ml'de tespit
edilebilir. CSF-1’in monosit ve makrofajlarda sitotoksisiteyi, sliperoksit liretimini,

fagositozu, kemotaksiyi artirdig bilinmektedir (Ushach ve Zlotnik, 2016).

2.5.6. Graniilosit Koloni Uyaric1 Faktor (G—CSF)

Graniilosit koloni uyarici faktor, nétrofilik graniilositlerin ana diizenleyici olan
sitokindir. ~ Notrofiller dogal bagisikligin  bir  pargast  olarak  patojen
mikroorganizmalarin viicuttan temizlenmesinde gorev alir (Panopoulos ve Watowich,

2008).

Graniilosit koloni uyarict faktér, KI progenitdér hiicrelerinden nétrofil

kolonilerinin biiylimesini saglar. G—CSF fibroblastlar, endotel hiicreleri, monositler,
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makrofajlar ve KI stromal hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Enfeksiyon
durumlarinda serumdaki G—CSF seviyelerinde ciddi artis izlenmektedir (Panopoulos

ve Watowich, 2008).

2.5.7. Graniilosit-Monosit Koloni Uyaric1 Faktor (GM-CSF)

Hematopoietik kok hiicrenin graniilositlere farklilasmasi G—-CSF’lin yan1 sira
graniilosit-monosit koloni uyaric1 faktor ile de uyarilir. Cesitli sitokinler tarafindan
antijen uyarimi ya da aktivasyonu sonucunda makrofajlar, T hiicreleri, endotel
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan Graniilosit-monosit koloni uyaric1 faktor tretilir
ve salgilanir. HKH’den miyeloid progenitérlerin olusmasi, ortak miyeloid
progenitorlerden megakaryositlerin, eritrositlerin, miyeloblastlarin, monositlerin
farklilasmasi yolaklarinda GM—CSF’iin gorevi vardir. Miyeloblastlardan da bazofil,
noétrofil ve eozinofil hiicrelerinin olusmasinda rol oynamaktadir (Mehta vd., 2015).
CM-CSF homeostatik kosullar altinda diisiik bazal dolagima sahiptir ancak enfeksiyon
veya inflamasyon durumunda seviyesi hizla yiikselebilir. GM-CSF ekspresyonu, IL-
la, IL-16, TNF-a ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenirken, IL-
4, IFN-y ve IL-10 bunu baskilar (Ushach ve Zlotnik, 2016).

2.5.8. Interlokin-3 (IL-3)

Interlokin—3 kemik iligi stromasinda iiretilmez (Zhu ve Emerson, 2002). IL-3
hematopoez sirasinda ¢ogu hiicrenin biiylimesini ve miyeloid seriden MEP
farklilagsmasini uyarir (Robb, 2007). Ayrica kok hiicrenin kendini yenilemesinde rolii
vardir (Robb, 2007; Zhu ve Emerson, 2002). Acil graniilopoeze katkida bulunur (Ueda
vd., 2009).
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2.5.9. Interlokin—5 (IL-5)

Interlokin—5 ilk kez saflastirildiginda bir B hiicresi farklilasma faktorii olarak
tanimlanmistir. Ancak daha sonra IL—5’in eozinofil liretiminin ana diizenleyici oldugu
anlagilmistir. IL-5 sinyalleri IL-3 ve GM—CSF ile birlikte eozinofil proliferasyonunu
uyarmaktadir (Metcalf, 2008).

2.5.10. interlokin—7 (IL-7)

Interlokin-7 hem B hem T lenfositlerin hemostazinda rol oynamaktadir.
Lenfosit hemostazinda ayrica IL-2 ve IL—15’de gérev almaktadir (Ma vd., 2006). IL-
7 lenfopoezde merkezi bir 6neme sahiptir. T hiicresi gelisimi i¢in ve timustan ayrilan
T hiicresinin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Murin B-lenfositlerin proliferasyonunu
indiikler. IL-7 lenfositler i¢in bir biiylime ve antiapoptotik faktdr olarak kabul edilir.
Farelerde IL-7 uygulamasinin dalaktaki miyeloid, monositik ve eritroid hiicrelerin
sayisini artirdigmi ve periferik kandaki notrofil ve monosit sayisint artirdigi

gosterilmistir (Aiello vd., 2007).

2.6. Miyelosupresyon

Miyelosupresyon kemik iliginde aktif olarak boliinen HKH’lerin hasarlanmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Viicut fonksiyonlarini tahrip eden, yorgunluga sebep olan, yasam
kalitesini diisliren ciddi bir hastaliktir (Epstein vd., 2020; Feng vd., 2016; Zhao vd.,
2011). Bu durum 6zellikle kemik iligi rezervi azalmis olan ileri yaslh, miyelodisplazik

ya da daha 6ncesinde kemoterapi almis hastalarda daha siddetli gozlenir (Dilek, 2010).
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Sekil 2.11 Miyelosupresyon

Miyelosupresyonun  sebepleri  arasinda beslenme eksiklikleri, viral
enfeksiyonlar, kemik iligi neoplastik hastaliklar1 ve en yaygin nedenlerinden biri olan
kan hiicresi replasmanini baskilayan ilaglar sayilabilir. Birgcok kemoterapi ilaci ciddi
miyelosupresyona sebep olmaktadir. Bu durum tedavide doz sinirlamasina, hatta
tedavinin yarida kesilmesine sebep olabilmektedir (Epstein vd., 2020; Feng vd., 2016;
Zhao vd., 2011).

Glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi uygulamalarinin sebep
oldugu toksisitelerin en dnemlisi miyelosupresyondur. Miyelosupresyon kan hiicresi
iiretiminin baskilanmasiyla ilgili, hastalarin yagam kalitesini ve hastaligin prognozunu
kotiilestiren ciddi bir patolojidir. Kemoterapide miyelosupresyonu telafi etmenin ¢ok
zor oldugu bildirilmistir (Ghanim, 2020). Kemoterapide doz sinirlayici en sik yan etki
graniilositopeni ve bunu takip eden trombositopenidir. Bobrek iizerinde toksik etki
gosteren ilaglar EPO seviyesinin azalmasi sonucu anemiye sebep olabilir. Kullanilan
ilacin niteligine gére miyelosupresyonun ortaya ¢ikis zamani farklilik gosterebilir.
Metotreksat gibi hiicre siklusuna etki eden kemoterapdtikler tig—bes giin i¢inde, SP ve
antrasiklinler 6-12 gilinde miyelosupresyona sebep olurken karmustin i¢in bu siire ii¢
ile bes hafta kadardir (Dilek, 2010).

Miyelosupresyona bagli olarak zaman zaman c¢esitli derecelerde
immiinosupresyon gelisebilmektedir. Alkile edici gruptaki ilaglar ve antimetabolitler
daha uzun siiren immiinosupresyona sebep olurlar. Immiinsupresyon sonucunda

hastalar enfeksiyonlara a¢ik hale gelmektedir (Dilek, 2010).

Miyelosupresyon olustuktan sonra primer tedavi yontemi olmasa da

transfiizyonlar eritrosit ve trombositlerin yenilenmesinde etkili olabilir. Alternatif bir
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yontem de rekombinant biiylime faktori (EPO, GCS-F veya filgrastim)
enjeksiyonlaridir. Ancak her iki yontem de 10kosit diizeyini degistirmez. Kemik

iliginin ileri derecede hasarlandig1 vakalarda ilik nakli gerekebilir (Zhao vd., 2011).

Sitotoksik ilaclarin sebep oldugu miyelotoksisitenin derecelendirmesi “Yan
etkiler i¢in ortak toksisite kriterleri [Common Toxicity Criteria for Adverse Events

(CTCAE)]” skalasina gore yapilmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Yan Etkiler Icin Ortak Toksisite Kriterleri Skalasina Gére
Hematolojik Toksisite Derecelendirmesi (CTCAE)

Derecelendirme
Hematolojik
Toksisite
1 2 3 4 5
K3k .
Anemi NAZ | 108 ga 8-6.5 g/dl <65gdl | Olim
. . 75000— -
Trombositopeni NAS-75000 50000 50000-25000 <25000 Olim
Nétropeni NAS1500 | 1500-1000 1000-500 <500 Oliim
Notrofil
say1s1<1000/mm3 Yasami
iken viicut tehdit eden
Febril Nétropeni - - sicakligimin degerler, acil Oliim
>38,3°C tek deger miidahale
veya >38°C bir saat gerektirir.
boyunca siirmesi
* Anemide Hb degerinde azalma (g/dl), trombositopenide, trombosit degerinde azalma (mm?>’te) ve
nétropenide nétrofil sayisinda azalma (mm?’te) kastedilmistir. **NAS: Normalin alt sinir1

Antikanser kemoterapisinde miyelosupresyon Onlenmesi zor ve tedaviyi
engelleyici bir patolojidir (Feng vd., 2016). Kemoterapi alan hastalarin genel saglik

durumlari, kullanilan ilaglarin yogunlugu g6z 6niine alindiginda miyelosupresyon gibi
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ciddi yan etkilerin azaltilmas1 ya da dnlenmesi noktasinda, yan etkileri daha az olan

alternatif takviyelerin kullanimi gindeme gelmektedir (Zhao vd., 2011).

2.6.1. Anemi

Anemi; kirmiz1 kan hiicresi sayisinda ve/veya hemoglobin konsantrasyonunda
azalma ve buna bagli dokularin oksijenlenmesinde yetersizlikle karakterize bir olgudur
(Balarajan vd., 2011; Giirsoy vd., 2021). Aneminin siiresi aerobik metabolizma,
dokularin COz’den arindirilmasi, enerji liretimi gibi metabolik olaylarin aksamasini
etkiler (Balarajan vd., 2011). Oksijen tasinmasinin yant sira eritrositler uygun asit—baz

dengesinin korunmasinda da ¢ok énemlidir (Kuhn, 2002).

Anemide klinik bulgular dokulara tasinan oksijenin azalmasiyla ilgilidir.
Oksijen miktar1 azaldigi i¢in kan viicutta daha hizli dolasmaya baslar boylece solunum
sayisinda artis ve tasikardi gozlenir. Miik6z membranlarda solgunluk, dispne ve
tagipne, egzersiz intoleransi, depresyon, hipoksi, letarji aneminin belirgin

semptomlaridir (Balarajan vd., 2011).

Kemoterapi ajanlarinin kemik iligini ve EPO’yu baskilamas1 ayn1 zamanda
kanser hastalarinin hastaliga bagl olarak saf eritroid seri aplazisi gibi durumlarda
hastalarda anemi gelisebilir. Soguga dayaniksizlik ve erken yorulma aneminin 6nemli
klinik bulgularidir. Efor sarf eden hastalarda dispne, bas agrisi, hipotansiyon, renk

soluklugu, tasipne ve menstriiel diizensizlik goriilebilir (Bahar vd., 2019).

2.6.2. Trombositopeni

Trombositlerin normal olarak kandaki degeri 150.000-400.000/mm?
arasindadir. Trombosit sayisinin 100.000 seviyesinin altina diismesi trombositopeni
olarak adlandirilir. Trombositler kemik iligi tarafindan iiretildikten sonra iicte ikisi

dolagima gegerken tigte biri dalakta depolanmaktadir (Comlekei, 2019; Smock ve
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Perkins, 2014). Trombositopeni i¢ ya da dis kanamay1 da iceren hematolojik patolojiler
sergileyen bir durumdur. Trombositopeninin sebebi trombosit iiretimindeki azalma,
trombosit yikiminin artmasi ya da dalak sekestrasyonunun azalmasi olabilir. Diisiik
trombosit sayisi; 10semi, karaciger sirozu, dang hummasi, ebola gibi viral
enfeksiyonlar ve sitma gibi paraziter enfeksiyonlar gibi bir¢ok hastalikla iligkili ikincil
komplikasyonlardan biridir. Ayrica heparin, kloramfenikol ve antineoplastik

kemoterapi ilaglarinin kullanimindan kaynaklanabilir (Nandini vd., 2021).

2.6.3. Lokopeni

Lokopeni, dolasimdaki 16kosit (WBC) miktarinin normal degerlerin altina
indigi durum olarak tanimlanabilir. Generalize 16kopeni olarak goriilebilecegi gibi
graniilositopeni (notropeni) ya da lenfopeni olarak da goriilebilir. Saglikli yetiskin bir

bireyde normal WBC sayis1 4000—11000/ul’dir.

Lokopeni etiyolojisinde; immunosupresifler, antiinflamatuvar ilaglar,
kloramfenikol gibi antibiyotikler, antikonviilsanlar ve siilfonamidler gibi ilaclarin yani

sira sitotoksik kemoterapi bulunmaktadir (Parente, 2019).

2.7.Siklofosfamid ve Miyelosupresyon

Siklofosfamid yapisinda bulunan kararsiz bir alkil grubu olan R-CH2 ile
proteinler ve niikleik asitler lizerindeki niikleofilik merkezlerle reaksiyona girerek
alkilleyici bir oOzellik sergiler. Bu mekanizma ile DNA replikasyonunu ve
transkripsiyonunu inhibe eder (Amjad vd.; 2023). Hiicre siklusu hizli olan kemik
iliginin baskilanmas1 SP’nin en sik goriilen toksik etkisidir. Siklofosfamid kaynakli
miyelosupresyon kemik iligindeki miyeloid seri hiicrelerini olumsuz etkileyerek
eritrosit, trombosit ve lokosit sayilarmin diisiik seviyelerde seyretmesine sebep

olmaktadir (Kuhn, 2002; Ozgiiven, 2010).
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2.7.1. Siklofosfamidin Sebep Oldugu Anemi

Anemi neoplastik hastalik yaygin olarak goriilen bir semptomdur. Ayrica
miyelosupresif kemoterapinin en sik goriilen komplikasyonudur (Tas vd., 2002).
Siklofosfamid toksisitesine bagli olarak olusan anemi, kemik iligi aktivitesi,
eritropoez, eritrosit yikimi ve kemoterapiye bagli kanamalarla ortaya ¢ikan g¢ok
multifaktoriyel bir olgudur (Kuhn, 2002). Aneminin siddeti hastaligin yayginligina ve
tedavinin yogunluguna baglidir. Tekrarlanan kemoterapi dongiileri eritropoezi

kiimtilatif olarak bozabilir (Tas vd., 2002).

Dolasimdaki eritrosit sayisinin azalmasi neticesinde ortaya c¢ikan anemi,
halsizlige sebep olarak kemoterapi alan hastanin yasam kalitesini diisiirmektedir.
Bobrek yetmezliginde EPO eksikligi sebebiyle ortaya ¢ikan aneminin tedavisinde
kullanilan rekombinant EPO kullanimi, kemoterapiye bagli anemi tedavisinde,
tedaviye verilen yanit ve genel prognoz lizerine etkileri agik sekilde ortaya

koyulmadigidan rutin olarak kullanilmamaktadir (Ozgiiven, 2010).

2.7.2. Siklofosfamidin Sebep Oldugu Trombositopeni

Siklofosfamid, kemik iligi megakaryositlerinin olgunlagsmasini baskilayarak
farelerde ve siganlarda trombositopeniyi indiikler (Zhou vd., 2005). SP tedavisi
sonrasinda kemik iliginde azalmis trombosit tliretimi, periferik trombosit yikiminin
artmasi, dalak sekestrasyonunun artmasi gibi sebeplerle trombosit sayis1 azalmaktadir
(Comlekei, 2019; Smock ve Perkins, 2014). Kanama hastalarda petesi, melena,
ekimoz, vajinal kanama, hematiiri gibi ¢esitli sekillerde ortaya ¢ikabilir (Comlekei,

2019).
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2.7.3. Siklofosfamidin Sebep Oldugu Lokopeni

Iyilesme siiresi diger antineoplastik ajanlara gére hizli olmasina ragmen olusan
l6kopeni ve graniilositopeni sebebiyle ortaya ¢ikan immiinosupresyon, hastanin
enfeksiyonlara karsi duyarliligini arttirir. SP ile tedavi edilen hastalarda, nétropeni
sebebiyle yasami tehdit eden enfeksiy6z komplikasyonlar yaygindir (Emadi vd.,
2009). Giinimiizde destek antibiyotik tedavi stratejileri gelismis olmasina ragmen
kanser hastalarinda sekonder enfeksiyonlar hastalarin yasam kalitelerini ve tedavi
stirecini olumsuz etkilemekte, mortalite oranlarin1 ve tedavi maliyetlerini
artirmaktadir. Kemoterapiye bagli gelisen nétropeniyi onlemek amaciyla G—-CSF

kullanim1 proflaksi saglayabilir ancak oldukga yiiksek maliyetlidir (Ozgiiven, 2010).

2.8. Nigella sativa ve Timokinon

Nigella sativa (NS); halk arasinda ¢orek otu olarak da bilinen, Ranunculaceae
(diigiin ¢igcegigiller) botanik ailesinin bir liyesi olarak, tek yillik, otsu bir bitkidir (Sekil
2.12.) (Darakhshan vd., 2015).

Nigella sativa’nin  aktif bilesenlerinden zengin tohumlari, yemeklerde
tatlandiric1 olarak kullanildigr gibi, Orta ve Uzakdogu’da c¢esitli patolojilerin
tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir (Darakhshan vd., 2015; Mercan, 2021).
NS’nin kimyasal bilesenleri iyi karakterize edilmistir. Hem sabit hem de esansiyel
(ugucu) yaginda, proteinler, aminoasitler, karbonhidratlar, alkaloitler, organik asitler,
saponinler, ham lifler, vitaminler ve mineraller bulunmaktadir. NS’nin genel olarak
aktif bilesenleri timokinon (TK), ditimokinon, timohidrokinon ve timol olarak
sayilabilir (Kacar, 2020; Tiirkeri, 2019). Timokinon, Nigella sativa ugucu yaginin
biyolojik olarak aktif bileseni oldugu gibi sabit yaginda da bulunmaktadir. NS’ nin
faydali etkileri biyoaktif bir bilesen olarak timokinona atfedilmistir (Ali ve Blunden,
2003; Darakhshan vd., 2015).
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2.8.1. Timokinonun Kimyasal Ozellikleri

TK (2-izopropil-5—metil-1,4-benzokinon) 10 karbona sahip, koyu sar1 renkli
kristallere sahip bir bilesiktir (Tiirkeri, 2019). Molekiil agirligi 164,204 g/mol olan
TK’nin, kimyasal formiilii Ci1oH1202’dir (Sekil 2.13) (Darakhshan vd., 2015; Tiirkeri,
2019).

Sekil 2.12 Timokinonun Kimyasal Yapist

2.8.2. Timokinonun Farmakolojik Etkileri

Nigella sativa’nin farmakolojik etkilerinin arastirilmasi amaciyla genellikle
bitkinin sabit ve ugucu yaglar1 kullanilmigtir. NS nin tohumlarinin ugucu yaglarinin
baskin bileseni olan TK’nin farmakolojik etkileri pek ¢ok caligmayla arastirilmistir.
Hidrofobik yapidaki TK oral, intraperitoneal ya da intravendz yollarla
uygulanabilmektedir. Uzak Dogu’da ve Kuzey Afrika’da geleneksel tibbin bir parcasi
olarak astim, dizanteri, bas agrisi, romatizma gibi hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Cam, 2019).
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Timokinonun Antiinflamatuvar Etkisi: Yapilan ¢alismalar TK’nin zamana
ve doza bagli olarak insan kan hiicrelerinde hem 16kotrien C4 sentaz aktivitesini hem
de lipooksijenaz aktivitesini baskilayarak antiinflamatuvar etki gosterdigini ortaya
koymustur (Shaterzadeh—Yazdi vd., 2018). Farelerde olusturulan alerjik astim
modelinde TK’nin 16kotrien olusumunu Onledigi ve hava yolu inflamasyonunu
azalttig1 gosterilmistir (El Gazzar vd., 2006). Yapilan deneysel calismalarda asetik
asitle indiklenen koliti baskiladigi (Mahgoub, 2003), sicanlarda karagenanla
indiiklenen inflamatuar penge 6demini azalttigi (Hajhashemi vd., 2004), alerji hava
yolu inflamasyonu olan fare modelinde siklooksijenaz 2 (COX-2) ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (E1 Mezayen vd., 2006). Sicanlarda olusturulan romatoid artrit
modelinde TK’nin Toll-benzeri reseptor—2 (TLR-2) ve TLR—4 seviyeleriyle TNF—a,
NF-B, IL-1 seviyelerini diisiirerek immunomodiilatér ve antiinflamatuvar etkisi

ortaya konulmustur (Arjumand vd., 2019).

Timokinonun Antiapoptik Etkisi: TK’nin koruyucu etkisini inceleyen
deneysel bir calisma, timokinonun kanser hiicrelerinde bir apoptoz indiikleyicisi
oldugunu, fakat diger hiicre hasari tiplerinde oksidatif hasar1 azaltarak antiapoptik etki
gosterdigini ortaya koymustur (El-Ghany vd., 2009). Cecarini vd. (2010), tarafindan
yapilan baska bir ¢aligmada TK’nin kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesinde

yer alabilecek segici proteazom inhibisyonunu indiikledigi gosterilmistir.

Timokinonun  Antikanser Etkisi:  Antioksidan, antiapoptik ve
antiinflamatuvar 6zellikleri ile timokinon, neoplazmalari onleyebilir ya da azaltabilir
(Randhawa ve Alghamdi, 2011; Sethi vd., 2008). TK’nin kanser hiicrelerinin
cogalmasimi Onlemek, kanser hiicrelerinin hiicre siklusunu durdurarak gelisimini
baskilamak, kemoterapdtik ilaglarin yan etkilerine kars1 korumak, metastazi onlemek
gibi etkileri bulunmaktadir (Tiirkeri, 2019). Kanserli dokularda bax ve kaspaz gibi
apoptik genlerin ekspresyonunu artirarak apoptozu uyarir, sitokinleri uyararak NF—«B
yolagini inaktive ederek onkogenik ekspresyonu kontrol eder. Antioksidan enzimleri
artirmak suretiyle hiicreleri oksidatif strese karsi korur. Sitokrom p450 enzimini
cevresel hasardan korur. Akt aktivasyonunu baskilayarak kanserli hiicrelerin hayatta
kalmasini bloklar (Tiirkeri, 2019). Kanser ¢alismalarinda kullanilan TK’nin meme

kanseri (Shoieb vd., 2003), prostat kanseri (Roepke vd., 2007) ve kalin bagirsak
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kanseri (Gali-Muhtasib vd., 2004) gibi cok sayida kanser tiirlinde durdurucu etki

gosterdigi gozlemlenmistir.

Timokinonun Antioksidan Etkisi: Hiicrelerde siirekli olarak aerobik
metabolizma sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir. Ayrica ¢evre kirliligi, UV
radyasyon gibi ¢evresel etkenler ROS iiretimini artirmaktadir. ROS iiretimi membran
lipitleri, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak {tzere biyomolekiillerin
oksitlenmesine sebep olur. Antioksidan enzimler ROS’lara kars1 hiicresel savunmanin
onemli bir pargasidir. Glutatyon (GSH), Siiper oksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon—S—transferaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler hiicreleri
serbest radikal kaynakli oksidatif hasar1 nétralize etmektedir (Darakhshan vd., 2015).
ROS’larin antioksidan mekanizmalarla dengelenememesi durumu bir¢ok hastaligin
temelini olusturmaktadir. TK hem ROS olusumunu hem lipit peroksidasyonunu
onleyerek hem de antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif strese karsi
koruyucu bir etki gostermektedir (Cam, 2019; Eren, 2015). Badary vd. (2003),
tarafindan yapilan bir ¢alismada TK nin siiperoksit radikali ve hidroksil radikali dahil
ROS’lant siipiirdiigii gosterilmistir. Ayrica gesitli ¢alismalarda TK’nin siiperoksit
radikaline kars1 siiperoksit dismutaz enzimi kadar etkili bir koruyucu oldugu
gosterilmistir (Badary vd., 2003; Nagi ve Mansour, 2000). TK; antioksidan 6zellikli
CAT, GSH-Px ve GSH gibi enzimlerin aktivitesini korur (Woo vd., 2012). SP
toksisitesine karst NS ve TK’nin koruyucu etkilerinin ayr1 ayri arastirildigi bir
calismada her ikisinin de lipit peroksidasyonunu anlaml sekilde azaltarak, glutatyon
ve katalaz seviyelerini ise anlamli sekilde artirarak koruyucu etki gosterdigi ortaya

konulmustur (Alenzi vd., 2010).

Timokinonun Hematoprotektif Etkisi: Mabrouk vd. (2021), tarafindan
yapilan bir calismada kursunla (Pb) indiiklenen hematoksisiteye karsi timokinonun
koruyucu rolii arastirilmistir. Calismanin bulgularina goére Pb ile subkronik
maruziyetin sicanlarda RBC, HGB, HCT ve PLT miktarlarin1 anlamli derece
diistirerek ve WBC sayisin1 anlamli derece artirarak hematolojik parametrelerde
belirgin patolojiye sebep oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik TK'nin oral takviyesinin
RBC, HGB, HCT ve PLT miktarlarim yiikselterek, WBC sayisim1 azaltarak Pb’nin
sebep oldugu hematolojik degisikliklere kars1 6nemli 6l¢iide koruyucu etkisi oldugu

gosterilmistir.
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Bir baska caligmada Danaei ve Karami (2017), tarafindan diazinon ile
indiiklenen hematoksisite modelinde TK nin koruyucu etkileri incelenmistir. Diazinon
uygulanan gruplarda yapilan hematolojik tahlillerde RBC, HB, HCT, WBC, LYM,
lenfosit, Mono ve PLT sayilarinin baskilandigi, 1L-4, IL-10 ve INF-y miktarlarini
azalttig1 ve kemik iligi mikroniikleus testlerinde mikroniikleus indekslerini artirdigi
goriilmiistiir. Ayrica diazinonun serum ve eritrositlerdeki kolinesteraz aktivitesini
artirdigr  goriilmiistiir. Kolinesteraz enziminin inhibe edildigi durumlarda,
organizmadaki asetilkolin miktar1 artar ve sinir sistemindeki muskarinik ve nikotinik
reseptorlere baglanarak akut toksisite semptomlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Bu calismada TK takviyesinin diazinon ile indiiklenen kolinesteraz aktivitesinin
inhibisyonunu o6nledigi goriildii. Ayrica TK takviyesi hematolojik parametreleri
kontrol grubuna yaklastirarak hematoprotektif etki gostermistir. Mikroniikleus
indekslerine bakildiginda TK’nin diazinonun genotoksik etkisini baskiladigi ancak

onemli dlgiide engellemedigi gorilmiistiir.

Timokinonun Toksisitesi: NS ve TK’nin toksisitesi ile ilgili yapilmis
calismalarda kronik maruziyette LDso degerinin ratlarda iki mg/kg oldugu tespit
edilmistir. Deney sonunda karacigerde histopatolojik bir degisiklik olmadig1 ve enzim
diizeylerinin degismedigi goriiliirken serum glikoz diizeyleri ile 16kosit ve trombosit
miktarinda kontrole gore bir azalma ve hematokrit ve hemoglobin diizeylerinde ise
anlamli bir artis oldugu belirtilmistir. Caligmalarda belirlenen LDso degerlerinin
TK’nin protektif etkileri i¢in kullanilan ip. dozlarindan 1015 kat, oral dozlarindan ise
100-150 kat daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada TK’nin
laboratuvar hayvanlarinda 794,3 mg/kg doz LDso degeriyle 6zellikle oral kullanimda
oldukga giivenli oldugu belirtilmistir (Al-Ali vd., 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Etik Kurul izni

Calismanin etik kurul izni Adryaman Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 30.12.2021 tarih ve 2021/065 karar numaral Etik Kurul Izin Belgesi ile
alind1. Deneysel calisma Adryaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama

ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada 32 adet 230-250 gr agirhigindaki 8—10 haftalik Sprague Dawley
k1 erkek sican kullanildi. Hayvanlar gruplara randomize olarak dagitildi ve her
kafeste dort adet hayvan olacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlar merkezi havalandirma
sistemiyle havalandirilan odalarda, 12 saatlik aydinlik karanlik dongiisiinde, 21-24°C
oda sicakliginda, %45—-65 nemde barindirildi. Deney siiresi boyunca icme suyuyla ve

standart rasyonlu pelet sican yemi ile ad libitum olarak beslendi.

3.3. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Kimyasal Ad1 Firma Katalog
Endoksan (Siklofosfamid) Eczacibasi ilag, Istanbul, Tiirkiye

Timokinon Sigma—Aldrich, ABD 274666-5G
Alfamine (Ketamin) Alfasan, Hollanda

Alfazyne (Ksilazin) Alfasan, Hollanda

Trikloroasetik Asit Sigma—Aldrich, ABD 275-04-66
Thiobarbitiirik Asit Sigma—Aldrich, ABD 504-17-6
DTNB Sigma—Aldrich, ABD 234-85-03C
Eritropoietin (ELISA Kiti) SunRed 201-11-0294
Trombopoietin (ELISA Kiti)  SunRed 201-11-0691

Graniilosit Koloni Uyaric1

Faktor (ELISA Kiti)

SunRed 201-11-0429

3.4.Calismada Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Calismada kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri ve marka, model

bilgileri tablo 3.2°de gosterilmistir (Sekil 3.1).
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Tablo 3.2 Calismada Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Cihaz Ad1 Marka/Model
Hematoloji Cihaz1 Hasvet /Mindray Bc500
Spektrofotometre Shimadzu /UV 1280
Sogutmali Santrifiij Niive/Fn/ 800r
Sirkiilasyonlu Su Banyosu Niive /Bm 15

Derin Dondurucu Niive /Df 290

Otomatik Mikropipet A.B.T /642460035
Hassas Terazi Radwag/Ps600

Kaba Terazi Radwag/ Wkc20/ A2
Mikroskop Carl Zeiss /Axiocam Erc5
Mikroplate Okuyucu Biochrom / EZ READ 400

Sekil 3.1 Cihazlar (a: Spektrofotometre, b: Hematoloji Cihazi)
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3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Calismada kullanilacak hayvanlar her grupta sekiz adet olacak sekilde rastgele
dort gruba ayrildi. Yedi giinliik alistirma periyodundan sonra hayvanlarin agirliklar
Olciilerek kaydedildi (Sekil 3.2). Kontrol grubuna hayvanlarin tutma ve islemler
esnasinda maruz kaldiklar stresin etkisinin elimine edilmesi amaciyla deney siiresi
boyunca her giin bir ml salin gavaji yapildi (Sekil 3.3). SP ve TK+SP gruplarina
miyelosupresyonu indiiklemek amaciyla 1. 8. 15. ve 22. giinlerde toplamda dort kez
50 mg/kg dozda ip. SP enjeksiyonu yapildi. TK ve TK+SP gruplarina ise deney
stiresince her giin 10 mg/kg dozda intragastrik TK gavaji yapildi (Tablo 3.3, Sekil 3.4).

Sekil 3.2 Deneyde Kullanilan Sicanlarin Tartim Islemi
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Sekil 3.3 Si¢anlara Intragastrik Gavaj Uygulanmast

Tablo 3.3 Deney Gruplart

Gruplar Yapilan Uygulamalar

Kontrol 28 giin boyunca intragastrik gavajla bir ml salin uygulandi.

TK 28 giin boyunca intragastrik gavajla 10 mg/kg/giin dozda bir ml TK
uygulandi.
SP 1. 8. 15. 22. giinlerde, 50 mg/kg (ip) dozda haftada bir kez toplam dort

kez, bir ml, SP enjeksiyonu uygulandi.

28 giin boyunca intragastrik gavajla 10 mg/kg/gilin dozda bir ml TK ve
TK+SP 1 g 15.22. giinlerde, 50 mg/kg (ip) dozda haftada bir kez toplam dért
kez, bir ml, SP enjeksiyonu uygulandi.
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4 SP enjeksivonu SP enjeksivonu SP enjeksivonu SP enjeksivonu

Sekil 3.4 Deney Protokol Semast

Hayvanlarin canli agirliklart haftalik 6l¢timlerle kaydedildi. 28 giinliik deney
protokolii sonunda hayvanlar kombine ketamin (90 mg/kg, ip) ve ksilazin (10 mg/kg,

ip) anestezisi altinda eksanguinasyonla sakrifiye edildi.

3.5.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Timokinon ¢ozeltisi: Her bir hayvana 10 mg/kg dozda TK verebilmek i¢in, 336
mg TK, 65°C’deki 112 ml sicak suda karigtirilarak ¢ozdiiriildii. TK stok ¢ozeltisi
haftalik olarak hazirland1 (Aktas ve Giir, 2022; Mabrouk., 2021).

Siklofosfamid ¢ozeltisi: Ticari olarak alinan ilacin paketinden ¢ikan 500 mg IV
infiizyonluk ¢ozelti tozu iceren flakon, paketten ¢ikan 20 ml’lik salinle karistirilarak

homojen bir ¢dzelti olusmasi saglandi.

Trikloroasetik asit %10’luk (TCA): 10 gr TCA ile 100 ml distile suda

hazirlandi.

Thiobarbitiirik asit %0,67’lik (TBA): 0,67 g TBA 100 ml H>O’da hazirlandi.
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Ellman soliisyonu: 40 mg DTNB (elman reaktifi): %1’lik 100 ml sodyum

sitratla karistirilarak hazirlandi.

3.5.2. Kan ve Doku Orneklerinin Eldesi

Biyokimyasal analizler i¢in antikoagiilan icermeyen jelli biyokimya tiiplerine
tic ml kan alind1. Biyokimya tiiplerine alinan kanlar, +4°C’de 1500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek kan serumlar1 elde edildi. Elde edilen serumlar ilgili analizler
yapilana kadar —80°C’de muhafaza edildi. Hematolojik analizler i¢in Etilen diamin
tetraasetik asitli (EDTA) tiiplere iki ml kan 6rnegi alindi. Hematolojik analizler kan

ornekleri alindiktan sonra 24 saat icerisinde yapildi.

3.5.3. Kemik Numunelerinin Hazirlanmasi

Femur ve sternum kas dokularindan ayrilarak %10’luk formaldehite konuldu

ve histolojik incelemeler yapilmadan dnce tespit olmasi saglandi.

3.6. Analizler

3.6.1. Hematolojik Analizler

Hayvanlardan alinan kanlar EDTA’I1 tiiplere aktarildiktan sonra Hasvet
Mindray Bc 5000 otomatik kan sayim cihazinda hematolojik parametreler [Lokosit
(WBC), noétrofil (Neu), lenfosit (Lym), monosit (Mono), eozinofil (Eos), bazofil
(baso), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), hematokrit (HCT), ortalama eritrosit
hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama korpuskuler
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hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), eritrosit dagilim genisligi (RDW) ve platelet
(PLT)] analiz edildi.

3.6.2. Histopatolojik Analizler

Gruplara ait kemik doku 6rnekleri alinarak %10’luk formaldehit soliisyonunda
bir hafta tespit edildi. Dokularin fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra formik aside
aliarak dekalsifikasyon islemi baglatildi. Yaklasik bir buguk ay siiren dekalsifiye
isleminden sonra alkol, ksilen ve paraplast kimyasallarindan olusan rutin histolojik
doku takibi islemi yapildi. Daha sonra doku 6rnekleri parafin bloklar haline getirildi.
Parafin bloklardan histopatolojik inceleme yapilabilmesi icin bes um kalinlikta ince
kesitler alindi. Hazirlanan kesitler ksilen kullanilarak deparafinize edildi ve
Hematoksilen —Eozin (H&E) boyama yontemi ile boyandi. Boyanan kesitlerde kemik
iligi alanlar1 Carl Zeiss marka Axiocam ERc5 model dijital kamera atagmanli

mikroskop ile incelenerek histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bu c¢alismada histopatolojik skorlama icin Bekheet’ten uyarlanan
histopatolojik skorlama sistemi kullanilarak yari kantitatif olarak degerlendirme
yapildi (Bekheet, 2010). Degerlendirmede 0 (yok), 1 (az), 2 (orta) ve 3 (yogun)

seklinde derecelendirilme yapildi.

Doku Takibi Prosediirti:

e Akarsuda yikama 12 saat

¢ Dehidratasyon islemi:
— %70’1ik Etil Alkol bir saat
— %380’lik Etil Alkol bir saat
— %96’ lik Etil Alkol bir saat
— %96’lik Etil Alkol bir saat
— %100’lik Etil Alkol bir saat
— %100’lik Etil Alkol bir saat

o Seffaflastirma islemi:

— Ksilen 30 dakika
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— Kisilen 30 dakika
e Infiltrasyon islemi:

— Parafin bir saat

— Parafin bir saat

e Dokularin Gémiilme Islemi
Hematoksilen—Eozin Boyama Prosediirii:

- Ksilen 20 dakika

- Ksilen 20 dakika

- %80’lik Etil Alkol 10 dakika
- %96’lik Etil Alkol bes dakika
- Cesme suyunda yikama

- Hematoksilen bir dakika

- Asit-Alkol karigimina batirilip ¢ikarma
- Eozin bir dakika

- Suda yikama bir dakika

- %80’lik Etil Alkol 10 dakika
- %96’lik Etil Alkol 10 dakika
- Ksilen 20 dakika

- Entellan ile kapama

3.6.3. Biyokimyasal Analizler

Malondialdehit (MDA) Analizi: Analiz giiniine kadar —80°C’de bekletilen
serumlar ¢alisma giinii +4°C’de ¢ozdiirtildiikten sonra 250 mikrolitre (1) serum 6rnegi
bir ml %10’luk Trikloroasetik asit (TCA) ile karistirildi. 3000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. 750 pl siipernatant ve 750 pl thiobarbitiirik asit (TBA) cam tiipte
kanigtintlip 15 dakika 95°C’de inkiibe edildi. Daha sonra tiipler oda 1sisinda
bekletilerek sogumasi saglandi. Soguyan ornekler dort dakika 3000 rpm’de tekrar
santrifiij edildi (Sekil 3.5). Olusan siipernatant kisim spektrofotometrede 535
nanometrede kore karst okundu (Sekil 3.6). Kor i¢in 750 ul TCA ve 750 mikrolitre

TBA karisimi hazirlandi. Sonuglar nmol/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 3.5 MDA Analizinde Numunelerde Goriilen Renk Degisimleri

Sekil 3.6 Spektrofotometrede Olgiim
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Glutatyon (GSH) Analizi: Glutatyon analizi i¢in ¢dzdiirlilen serumlardan 250
ul serum 6rnegi bir ml %10°luk TCA ile karistir1ldi. 3000 rpm’de bes dakika santrifii
edildi. 250 pl siipernatant, 1000 pl 0,3 Na,HPO4 ve 125 pl Elman soliisyonu ile
karigtirilarak 10 dakika oda 1sisinda, karanlikta inkiibasyona birakildi (Sekil 3.7).
Spektrofotometrede 412 nanometrede kore karsi okutuldu (Sekil 3.6). Sonuglar

umol/ml olarak hesaplandi.

Sekil 3.7 GSH Analizinde Numunelerde Goriilen Renk Degigimleri

Eritropoietin (EPO) Analizi: Calisma sonunda —80°den c¢ikarilan serumlar
+4°C’de bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Sigan ELISA EPO kiti kullanilarak iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda serum EPO diizeyleri ELISA ydntemiyle analiz

edildi.

Numunelerdeki EPO miktar1 standart egri kullanilarak IU/L olarak hesaplandi.
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Trombopoietin (TPO) Analizi: Calisma sonunda —80’den ¢ikarilan serumlar
+4°C’de bekletilerek ¢ozlinmeleri saglandi. Sigan ELISA TPO kiti kullanilarak iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda serum TPO diizeyleri ELISA yontemiyle analiz

edildi.

Numunelerdeki TPO miktar1 standart egri kullanilarak ng/L olarak hesaplandi.

Graniilosit Koloni Uyarici Faktor (G—CSF) Analizi: Calisma sonunda —
80’den ¢ikarilan serumlar +4°C’de bekletilerek ¢ozlinmeleri saglandi. Sigcan ELISA
G—CSF kiti kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda serum G—-CSF

diizeyleri ELISA yOntemiyle analiz edildi.

Numunelerdeki G—CSF miktar1 standart egri kullanilarak ng/L olarak
hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 22.0 (IBM SPSS statistic for Windows, version 22.0
Armonk, NY: IBM corp.) programi kullanilarak yapildi.

Verilerin normal dagilimi Shapiro—Wilk testi ve grafiksel olarak kontrol edildi.
Veriler kullanilirken ortalama (X) ve standart deviasyon (SD) degeri kullanildi.
Gruplar arasi ortalamalar aras1 fark tek yonlii varyans analizi (oneway ANOVA) ve
Post Hoc Tukey testi kullanilarak belirlendi. Tiim istatistiksel testlerde p<0.05 anlaml
farklilik olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Canh Agirhk Bulgular

Gruplarin agirhik degisimleri incelendiginde kontrol ve TK gruplarinin
agirliklarinda zamana bagli dogrusal bir artis oldugu, tiglincti haftaya kadar gruplar
arasinda anlamli bir fark olmadigi, dordiincii haftada ise SP ve TK+SP gruplarinin
agirlik degisimlerinin hem kontrol grubuna (p<0.001) hem de TK grubuna goére 6nemli
oranda azaldig1 goriildii (p<0.05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Fakat SP ve TK+SP gruplari
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Tablo 4.1 Gruplarin Ortalama Canly Agirlik Degisimleri (g)

Grup Baslangi¢ 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Kontrol 242,87425,23  290,25+24,45 325,12426,24 334,75¢47,09  357,87+28,57
TK 240,25+20,55  285+27,14  317,12432,74 332,87+31,97 349+38,20
SP 242,87£21,06 272,25+£23,05 296,50+£29,43 296,37+£33,72 294,87+36,83%P

TK+SP  229,85+12  269,85+19,24 290,14422,88 285,00+33,05 293,42+29,70%
3K ontrol grubu ile fark var (p<0.001), °TK grubu ile fark var (p<0.05).
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Sekil 4.1 Gruplarin Ortalama Canli Agirlik Degisimleri

4.2.Hematolojik Bulgular

Uygulama sonrasi gruplarin hematolojik parametrelerindeki degisimler Tablo

4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2 Gruplara Gore Siganlarin Hematolojik Parametrelerindeki

Degisimler (Ort£SD)

Kontrol TK SP TK+SP
WBC 10°/mm3 7,241,2 16,74+2,5¥" 4,20, 7270 61"
NEU (%) 3,9+0,9 5,3+0,9* 1,6£0,4b" 1,7+£1,420"
EOS (%) 0,15+0,03 0,160,003 0,0020,0008%"">** 0,02+0,006%"">**
BASO (%) 0,4+0,08 0,4+0,05 0,0025+0,0008"*>** 1,900,870 ™
MONO (%) 3,5+0,3 4+0,3" 0,5+0,22"0* 0,5+0,32"0"
LYM (%) 6,5+0,4 14,142,42™ 1,8+0,42""0* 1,940,400
RBC (10mm®)  7,4+0,4 8,4+0,3*" 7,5+0,4%" 7,440,2%"
HGB (g/dl) 13,8+0,4 15,3+0,8% 13,5+1%" 13,9+0,8""
HCT (%) 40,8+0,8 43,7423 38,842,4™ 40+1%"
MCV (um?) 52,3+1,5 52,242 51,4+1,1 5440,92%0"¢™
MCH (pg) 18,6+0,9 18,3+0,6 18+0,6 18+0,6
MCHC (g/dl) 33,8+1,3 35+0,7 34,9+0,7 34,5+1,2
RDW (%) 17,2£1,3 15+1,9 14+1,6~ 17,7+2,10"¢
PLT (10%mm?®)  754,9+53 7364467 453+38, 120 832,7+74,5"b%e

3K ontrol grubu ile fark var, °TK grubu ile fark var, °SP grubu ile fark var, *p<0.05, **p<0.001

Uygulama sonrast gruplarin  hematolojik  parametrelerinden  16kosit
sayilarindaki degisimler incelendiginde siklofosfamid uygulamasi SP grubunda
16kosit sayisint kontrol grubuna gore 6nemli oranda azaltirken (p<0.001), TK+SP
grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Diger taraftan sadece
timokinonun uygulandig1 TK grubunda 16kosit sayisinin kontrol grubuna goére 6nemli

oranda artt1g1 tespit edildi (p<0.001). (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Gruplarin Lokosit Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var, c: SP grubu ile fark var).

Hematolojik  parametrelerden  notrofil  degerlerindeki  degisimler
incelendiginde, siklofosfamid uygulamasinin SP grubunda nétrofil sayisin1 kontrole
gore anlamli oranda azalttigi (p<0.001), timokinon takviyesinin (TK+SP)
siklofosfamidin sebep oldugu nétrofil sayisindaki azalmay1 kismen engelledigi ancak
bu etkinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmedigi tespit edildi. TK
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde bir artis gozlendi (p<0.05). (Tablo
4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Gruplarin Notrofil Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var)

Gruplarin eozinofil degerlerindeki degisimler incelendiginde, siklofosfamid
uygulamasinin SP grubunda eozinofil sayisini kontrol ve TK grubuna kiyasla anlaml
diizeyde azalttig1 (p<0.001), TK+SP grubunda timokinon takviyesinin siklofosfamidin
sebep oldugu bu baskilanmay1 kismen engelledigi ancak bu etkinin istatistiksel olarak

anlaml diizeyde gerceklesmedigi goriildii (Tablo 4.2, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Gruplarin Eozinofil Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var)

Gruplarin hematolojik parametrelerinden bazofil diizeyleri incelendiginde,
siklofosfamidin SP grubunda bazofil sayisin1 kontrol ve TK grubuna gore onemli
oranda azalttig1 gézlendi (p<0.001). TK+SP grubunda ise kontrol, TK ve SP gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (p<0.001) (Tablo 4.2, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Gruplarin Bazofil Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var, c: SP grubu ile fark var)

Gruplarin monosit sayilarindaki degisiklikler incelendiginde TK grubunda
kontrol grubuna goére anlamh bir artis gozlendi (p<0.05). Siklofosfamid uygulamasi
SP grubunda hem kontrol hem TK grubuna gére monosit sayilarini istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaltti (p<0.001). TK+SP grubunda SP grubuna gore anlamli
olmayan kismi bir artis gézlendi (Tablo 4.2, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Gruplarin Monosit Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var)

Lenfosit sayilar1 incelendiginde TK grubunda kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir artig goriildii (p<0.001). SP ve TK+SP grubunda Lenfosit sayilari
kontrol ve TK grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.001) (Tablo 4.2, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Gruplarin Lenfosit Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var)
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Gruplarin eritrosit diizeylerinde TK grubunda kontrole gore anlamli bir artig
goriildii (p<0.001). SP ve TK+SP grubunda kontrole gore anlamlhi bir degisim
gozlenmedi (p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Gruplarin Eritrosit Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b: TK
grubu ile fark var)

Hemoglobin diizeylerindeki degisim eritrosit sayilarindaki degisime benzer
sekildeydi. TK grubunda, kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek iken

(p<0.05). SP ve TK+SP gruplarinda ise kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik
yoktu (Tablo 4.2, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Gruplarin Hemoglobin Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b:
TK grubu ile fark var)

Uygulama sonrasi gruplarin hematokrit degerleri TK grubunda kontrole gore
yiiksekti ancak bu istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi (p>0.05). SP ve TK+SP
gruplarinda hematokrit degerlerinde kontrol grubuna gdre anlamli olmayan diizeyde
bir azalma gozlenirken TK grubuna gore anlamli diizeyde bir azalma tespit edildi.

(Tablo 4.2, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Gruplarin Hematokrit Degerleri (b: TK grubu ile fark var)

Ortalama korpuskuler hacim degerlerindeki degisime bakildiginda TK ve SP
grubunda kontrol grubuna gore bir degisim gozlenmezken, TK+SP grubunda diger

tiim gruplara gore anlamli diizeyde artig gozlendi (Tablo 4.2, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Gruplarin Ortalama Korpuskuler Hacim Degerleri (a: Kontrol
grubu ile fark var, b: TK grubu ile fark var, c: SP grubu ile fark var).
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Gruplar arasinda ortalama eritrosit hemoglobini ve ortalama korpuskuler

hemoglobin konsantrasyonu degerleri agisindan herhangi bir anlaml diizeyde farklilik

yoktu (Tablo 4.2, Sekil 4.12—13).
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Sekil 4.12 Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini Degerleri
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Sekil 4.13 Gruplarin Ortalama Korpuskuler Hemoglobin Konsantrasyonu
Degerleri

Eritrosit dagilim genigligi degerleri agisindan SP grubunda kontrole gore
anlaml diizeyde azalma gozlenirken (p<0.05), TK+SP grubunda ise SP grubuna gore
anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Gruplarin Eritrosit Dagilim Genisligi (a: Kontrol grubu ile fark var,
b: TK grubu ile fark var, c: SP grubu ile fark var).
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Trombosit diizeyleri incelendiginde; TK grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). SP grubunda hem kontrol hem de TK gruplarina
gore anlamh diizeyde bir azalma goézlendi (p<0.05). TK+SP grubunda ise diger tiim
gruplara gore anlamli diizeyde artis mevcuttu (Tablo 4.2, Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Gruplarin Trombosit Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var, b:
TK grubu ile fark var, c: SP grubu ile fark var).

4.3. Hematopoietik Sitokin Bulgular:

Uygulama sonrast hematopoezle iliskili biiylime faktdrlerinden olan serum
EPO diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii (Tablo
4.3, Sekil 4.16).
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Tablo 4.3 Gruplarin Serum Hematopoietik Sitokin Degerleri (Ort£SD)

Kontrol TK SP TK+SP
EPO 100,5+4,5 110,1£13,2 104,9+18,8 104,8+11,9
TPO 579,6+63 504+64,1 467,8+87" 570,5+64,3°"
G-CSF 724,9+69,9 684,2+76,8 540,5+28,8*""b" 566,3+£119,42%0

3K ontrol grubu ile fark var, °TK grubu ile fark var, °SP grubu ile fark var, *p<0.05, **p<0.001

150+

-

(=]

o
1

I3
<

Eritropoietin (IU/L)

Sekil 4.16 Gruplarin Eritropoietin Degerleri

Serum TPO seviyesinde gruplar arasindaki degisimlere bakildiginda; SP
grubunun degerlerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
daha diisiik oldugu goriildii (p<0.05). TK+SP grubunda ise SP grubuna gore anlamli
bir artis vardi (p<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Gruplarin Trombopoietin Degerleri (a: Kontrol grubu ile fark var,
c: SP grubu ile fark var).

Graniilosit koloni uyaric1 faktor diizeyleri agisindan SP ve TK+SP grubunda
kontrol ve TK grubuna gére anlamli derecede bir azalma oldugu goriildii. TK+SP
grubunda SP grubuna kiyasla bir artis gozlense de bu artis anlamli diizeyde degildi
(p<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Gruplarin Graniilosit Koloni Uyarict Faktor Degerleri (a: Kontrol
grubu ile fark var, b: TK grubu ile fark var)

4.4. Oksidatif Stres Parametrelerine Ait Bulgular

Uygulama sonrasit gruplarin serum oksidatif stres parametrelerindeki

degisimler Tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.4 Gruplarin Serum Oksidatif Stres Parametrelerine Ait Degerler

(Ort£SD)
Kontrol TK SP TK+SP
MDA (nmol/ml) 32,48+1,172 31,94+2,813 32,362,168 31,59+2,409
GSH (pmol/ml) 0,356+0,011 0,330+0,007 0,327+0,025 0,389+0,096

Oksidatif stres parametrelerinden serum MDA diizeyleri agisindan gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p<0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Gruplarin serum MDA Degerleri

Serumda GSH degerlerindeki degisimler incelendiginde TK ve SP grubunda
kontrole gore bir azalma gozlendi ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi. TK+SP
grubunda kontrol, TK ve SP gruplarina kiyasla bir artis gézlendi ancak bu anlaml

degildi (p<0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Gruplarin serum GSH Degerleri
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4.5. Histopatolojik Bulgular

4.5.1. Histopatolojik Skorlama

Femur Dokusuna Ait Histopatolojik Skorlama: Femur dokusuna ait
histolojik preparatlarda stromal ve hematopoietik alan hasari, megakaryosit ve adiposit
yogunlugu bulgulari incelendi. Her parametre bagimsiz kor bir sekilde alaninda uzman
histolog tarafindan degerlendirildi. Yapilan degerlendirmelere ait istatistiksel sonuglar
Tablo 4.5’te gosterildi. Yapilan degerlendirmede siklofosfamid uygulanan grupta
stromal ve hematopoietik alan hasarinin artmis oldugu gozlendi. Fakat bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Ayrica siklofosfamid grubunda
adiposit yogunlugunda da artis tespit edildi. Ayn1 sekilde bu artig istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05).

Tablo 4.5 Yar: Kantitatif Degerlendirme Sonucu Elde Edilen Femur
Dokusunun Histopatolojik Skorlamasina Ait Veriler (Ort+SD)

Histopatolojik Degisiklikler =~ Kontrol TK SP TK +SP

Stromal alan hasar1 0,57+0,535 0,29+0,488 1,43+1,134 0,71+0,488
Hematopoietik alan hasari 0,43+0,535 0,29+0.488 1,00+0,436 0,57+0,535
Adiposit yogunlugu 0,29+0,488 0,43+0,535 1,86+1,069 0,860,690
Megakaryosit yogunlugu 1,14+1,215 1,14+1,215 0,43+0535 0,57+0,535

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05)

Sternum Dokusuna Ait Histopatolojik Skorlama: Yapilan degerlendirmede
siklofosfamid uygulanan grupta stromal ve hematopoietik alan hasariin artmis oldugu
gozlendi. Stromal alandaki hasar artisinda siklofosfamid grubu ile kontrol ve
timokinon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilirken (p<0.05),
hematopoietik alan hasarindaki artis gruplara arasinda istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p>0.05). Ayrica siklofosfamid grubunda adiposit yogunlugunda da artis
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tespit edildi. Aynmi sekilde bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Degerlendirme sonucunda elde edilen skorlamaya ait istatistiksel veriler Tablo 4.6’da

gosterildi.

Tablo 4.6 Yar: Kantitatif Degerlendirme Sonucu Elde Edilen Sternum
Dokusunun Histopatolojik Skorlamasina Ait Veriler (Ort+SD)

Histopatolojik Degisiklikler Kontrol TK SP TK +SP

Stromal alan hasar1 0,71 +£0,488 0,43+0,535 1,71+£0,951* 1,00+0,577
Hematopoietik alan hasari 0,29+ 0,488 0,57+0,535 1,29+ 1,113 0,86 +£ 0,378
Adiposit yogunlugu 0,43+£0,535 0,57+0,535 1,86 + 1,345 1,14 £ 0,690
Megakaryosit yogunlugu 1,43+1,134 1,57+1,272 0,71 £ 0,488 0,71 £ 0,488

*Stromal alan hasart agisindan Siklofosfamid ile kontrol ve Timokinon grubu arasindaki
istatistiksel olarak anlamli farki ifade etmektedir (p<<0.05). Diger parametrelerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05)

4.5.2. Femur, Epifiz ve Diyafiz Bolgesine Ait Orneklerin Histopatolojik

Degerlendirmesi

Kontrol grubundan alinan dokularin kesitleri incelendiginde normal histolojik
doku goriintiisii tespit edildi. Stromal elemanlar ile hematopoietik hiicrelerin yogun bir
ag olusturduklar1 gozlendi. Olgunlasmis miyeloid hiicreler ve megakaryositler
intertrabekiiler bosluklarda mevcuttu. Kemik 1iligi bolgesinde hematopoietik hiicre

yogunlugu adipositlere oranla ¢ok fazlaydi (Sekil 4.21A, 4.22A ve 4.23A).

Timokinon uygulanan grupta kontrol grubuna benzer bir doku yapilanmasi
hakimdi. Kemik iligi alaninda stromal elemanlar ile hematopoietik hiicrelerin yogun
bir sekilde diizenlendigi gozlendi. Intertrabekiiler bosluklarda olgunlasmis miyeloid
hiicreler ve megakaryositler mevcuttu. Adipositlerin yogunlugu hematopoietik

hiicrelere oranla ¢ok azdi1 (Sekil 4.21B, 4.22B ve 4.23B).

Siklofosfamid uygulanan grupta, kemik iliginde diizensiz bos alanlar tespit
edildi. Miyeloid ve eritroid dokularin bozulmasiyla birlikte, belirgin sekilde

hiposeliiler alanlar gézlendi. Ayrica bu grupta megakaryositler saptanamadi; kontrol
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grubuna gore yag dokusunda hiicresel dokudan daha fazla artis vardi (Sekil 4.21C,
4.22C ve 4.23C).

Siklofosfamid + Timokinon uygulanan grupta siklofosfamid grubuna gore

dokunun saglikli yapisinin korundugu tespit edildi. Siklofosfamid grubuna gore

dokudaki hasarin daha az oranda oldugu gozlendi (Sekil 4.21D, 4.22D ve 4.23D).

Sekil 4.21 Si¢can Femur Epifiz Bolgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Goriiniimleri. Kontrol (A) ve TK grubunda (B) saglikl doku goriiniimii, SP grubunda
(C) artan adiposit sayisi, TK+SP grubunda (D) genel olarak saghkli doku
gortintimiinde korunma (X10 Objektif Biiyiitmesi, Hematoksilen & Eosin Boyama). Ok
basi, Adiposit.
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Sekil 4.22 Sican Femur Epifiz Bélgesine Ait Histopatolojik Goriintiiler.

Kontrol (A) ve TK grubunda (B) saghkli doku goriiniimii, SP grubunda (C) artan

korunma (X40 Objektif Biiyiitmesi, Hematoksilen & FEosin Boyama). Siyah ok,

adiposit sayisi, TK+ SP grubunda (D) genel olarak saghkli doku goériiniimiinde
Megakaryosit; Ok basi, Adiposit.
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Sekil 4.23 Sican Femur Diyafiz Bélgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Goriintimleri. Kontrol (A) ve TK grubunda (B) saghikli doku goriiniimii, SP grubunda
(C) artan adiposit sayisi, TK+SP grubunda (D) genel olarak saglikli doku
goriiniimiinde korunma (X40 Objektif Biiyiitmesi, Hematoksilen & Eosin Boyama).
Siyah yildiz, Hiposeliiler alanlar; Ok basi, Adiposit.
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4.5.3. Sternum Orneklerinin Histopatolojik Degerlendirmesi

Kontrol grubundan alinan dokularin kesitleri incelendiginde femur dokusu ile
benzer normal histolojik doku goriintiisii izlendi. Stromal elemanlar ile hematopoietik
hiicrelerin yogun bir ag olusturduklar1 tespit edildi. Intertrabekiiler bosluklarda
olgunlasmis miyeloid hiicreler ve megakaryositler mevcuttu. Kemik iligi bolgesinde

hematopoietik hiicre yogunlugu adipositlere oranla ¢ok fazlaydi (Sekil 4.24A).

Timokinon uygulanan grup ile kontrol grubu benzer bir doku yapilanmasina
sahipti. Stromal elemanlar ile hematopoietik hiicrelerin yogun bir sekilde diizenlendigi
kemik iligi alan1 gozlendi. Intertrabekiiler bosluklarda olgunlasmis miyeloid hiicreler
ve megakaryositler mevcuttu. Adipositlerin yogunlugu hematopoietik hiicrelere oranla

¢ok azdi (Sekil 4.24B).

Siklofosfamid uygulanan grupta, kemik iliginde diizensiz bos alanlar gozlendi.
Miyeloid ve eritroid doku diizenlenmesinin bozulmasindan dolayi, belirgin sekilde
hiposeliiler alanlar gozlendi. Ayrica bu grupta megakaryositler saptanamadi; kontrol

grubuna gore yag dokusunda hiicresel dokudan daha fazla artis vardi (Sekil 4.24C).

Siklofosfamid + Timokinon uygulanan grupta siklofosfamid grubu ile
kiyaslandiginda dokunun saglikli yapisinin korundugu tespit edildi. Siklofosfamid
uygulanan gruba gore dokudaki hasarin daha az oranda oldugu gézlendi (Sekil 4.24D).
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Sekil 4.24 Sican Sternum Bdélgelerinin Enine Kesitlerinin Histopatolojik
Goriiniimleri. Kontrol (A) ve TK grubunda (B) saghkli doku goriiniimii, SP grubunda
(C) artan adiposit sayisi, TK+SP grubunda (D) genel olarak saghkli doku
goriiniimiinde korunma (X40 Objektif Biiyiitmesi, Hematoksilen & Eosin Boyama).
Siyah yildiz, Hiposeliiler alanlar; Ok basi, Adiposit.
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5. TARTISMA

Kanser giinlimiizde tim diinyada Oliime sebep olan hastaliklar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Kanser
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan kemoterapi rejimleri sag kalim oranlarini
artirmakla beraber hastalarda saglikli dokularda olusan toksisiteden dolay1 ciddi yan
etkilere yol agmaktadir. Ortaya ¢ikan bu yan etkiler hem ilaglarin doz kisitlamasina,
tedavi prosediirlerinin aksamasina sebep olmakta, hem de hastanin yasam kalitesini

diistirmektedir.

Siklofosfamid antineoplastik tedavide kullanilan kemoterapétik bir ajandir. SP
biyotransformasyonu sonucu iki metabolitine doniiserek etkisini gostermektedir.
Bunlardan biri olan fosforamid mustard SP’nin terapdtik etkilerinden sorumluyken
akrolein sitotoksik etki gostermektedir. (Emadi vd., 2009; Giines, 2014; Perini vd.,
2008). ACR hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin artmasina ve oksidatif strese

sebep olmaktadir (Cengiz vd., 2018; Patra vd., 2012).

Siklofosfamide maruz kalma sonucunda hematoksisite ve miyelotoksisite
meydana geldigine dair kanitlar giderek artmaktadir ve altta yatan mekanizmalar
oksidatif strese atfedilmektedir (Ayhanci vd., 2008; Ayhanci vd., 2019; Feng vd.,
2016). Bircok deneysel calismada kemoterapi ile miyelosupresyon modeli
indiiklenmigstir. Bu c¢aligmalarda SP’nin anemi, graniilositopeni ve trombositopeniye
sebep oldugu gosterilmistir. (Akkaya vd., 2021; Ayhanci vd., 2019; Cengiz vd., 2020;
Feng vd., 2016; Zhao vd., 2011). Miyelosupresyon sonucunda hastalarda
immiinosupresyon, sekonder ve firsat¢1 enfeksiyonlar, hemorajik komplikasyonlar,

erken yorulma, dispne, tasipne goriilebilir (Friberg ve Karlsson, 2003).

Gilinlimiizde kemoterapinin toksik yan etkilerinden sakinmak icin destekleyici
ozellikte tedavilere yonelme olmustur. Dogal igerikli antioksidan, immiinomodiilator,
antiinflamatuvar Gzelliklere sahip ayni1 zamanda toksik etkileri az olan ajanlara ilgi

artmigtir.

(Corek otunun sabit ve ugucu yaglarinin baskin bileseni olan timokinon
geleneksel tipta kendine ¢cokca yer bulmus dogal bir bilesiktir. Sentetik ilaglara oranla

cok daha fazla antioksidan, immiinomodiilator, antiinflamatuvar aktiviteye sahip
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oldugu bilinmektedir (Ali ve Blunden, 2003; Darakhshan vd., 2015; Shaterzadeh—
Yazdi vd., 2018; Umar vd., 2012).

Sitoprotektif ve antioksidan 6zelligi bircok calismayla ortaya konmus olan
timokinonun farkli hastaliklar {izerine olan etkisi bir¢cok g¢alismayla arastirilmistir
(Shoieb vd., 2003; Tavakkoli vd., 2017; Zafeer vd., 2012). Bu ¢alismada TK’nin,
klinikte yaygin olarak kullanilan SP’nin sebep oldugu miyelosupresyona karsi

protektif etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

Siklofosfamid  kemoterapisi alan  deneklerin  viicut agirliklarinin
degerlendirildigi ¢aligmalara bakildiginda agirlik artigiyla alakali farkli sonuglar
oldugu goriilmektedir. Peng vd. (2022), tarafindan yapilan c¢alismada haftalik
100mg/kg dozda SP uygulamasmin bes hafta boyunca viicut agirligi ortalamasin
istatistiksel olarak azalttig1 gosterilmistir. Buna karsilik antioksidan olarak asperulosit
kullanilan gruplarin viicut agirliinda bir iyilesme saptanmistir. Bir bagka calismada
200 mg/kg tek dozluk SP uygulamasindan sonra sekizinci giinde hayvanlar sakrifiye
edilmistir. Bu calismada SP uygulanan gruplarin viicut agirliginda anlamli bir azalma
oldugunu bildirmislerdir (Abd El Tawab vd., 2014). Bunlarin aksine bagka bir
calismada 50 mg/kg’lik tek doz SP uygulanan grupta viicut agirliklarinin yiikselerek
diger gruplarla uyumlu sekilde arttig1 tespit edilmistir (Ekeleme-Egedigwe vd., 2019).

Mevcut calismada hayvanlarin viicut agirliklari baslangigtan itibaren haftalik
olarak kaydedildi. Yapilan istatistiksel analizlerde SP ve TK+SP gruplarinda viicut
agirhginin ilk ii¢ haftada artis gosterdigi son iki haftada ise azaldigi ve son hafta
yapilan Ol¢limde azalmanin kontrol ve TK gruplarindan anlamli derecede diisiik
oldugu goriildii. Haftalik 6l¢iimlerin hi¢birinde SP ve TK+SP grubunun degerleri
arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 saptandi. Literatiirdeki farkli bulgulardan yola
cikarak SP uygulamasimin viicut agirlig1 tizerindeki farkl etkilerinin SP’nin dozu ve
uygulama sikligi ile iliskili oldugu sdylenebilir. Farkli ¢alismalarda meydana gelen
farkli sistemik toksisite derecesine bagli olarak yetersiz beslenme ve metabolik
fonksiyonlarin bozulmasi yetersiz kalori alim1 ya da kilo kaybia sebep olabilir. Ote
yandan TK takviyesinin TK+SP gurubunda agirlik kaybinin oniine gecememesi ise

TK uygulama dozu ve uygulama sekli ile ilgili olabilir.
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Sicanlarda SP uygulamasiin kemik iligini baskiladigi ve miyelosupresyona
sebep oldugu ifade edilmektedir (Kuhn, 2002; Feng vd., 2016; Dilek, 2010; Emadi vd.,
2009; Chu ve Sartorelli, 2018). SP ile hematoksisite olusturulan bir ¢alismada Peng
vd. (2022), tarafindan asperulositin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligi
arastirilmistir. Bu ¢alismada SP’nin oksidatif strese sebep olarak, proinflamatuvar
sitokinlerin miktarini artirarak; RBC, Hb, Het, WBC, Neu, Lym, Mono degerlerini
onemli ol¢iide azalttig1 gosterilmistir. Calismada ayrica antioksidan olarak kullanilan
asperulosidinin oksidatif stresi onleyip proinflamatuvar sitokinleri baskilayarak kan
parametrelerini kontrol grubuna yaklastirdig1 goriilmiistiir. SP ile indiiklenen bagka bir
miyelosupresyon ¢alismasinda periferik kanda Lym miktarinin ve kemik iligi hiicre
sayisinin 6nemli Ol¢iide deprese oldugu ortaya konulmustur (Patra vd., 2012).
Sicanlarda SP’nin farkli dozlarda kullanildigi bir ¢alismada miyelotoksisite
derecesinin doza bagimli oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada farkli gruplara 50, 100
ve 150 mg/kg dozlarda SP uygulanmis ve sonrasindaki 3. giinde hayvanlar sakrifiye
edilmistir. Deneysel prosediiriin toplam alt1 giin silirdiigli c¢alismada seleno-I-
metiyoninin koruyucu etkileri incelenmistir. Ilgili calismanin bulgularina bakildiginda
16kosit, trombosit ve kemik iligi hiicre sayisinin her 3 doz SP uygulamasinda da
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde baskilandigi, artan doza bagli olarak
baskilanmanin da artti§1 gosterilmistir. Buna karsilik 0,4 ve 0,8 mg/kg seleno-I-
metiyonin dozlarinin etkileri karsilastirilarak 0,4 mg/kg dozda seleno-l-metiyoninin
hematoksisiteyi onlemede 0,8 mg/kg’a gore daha etkili oldugu gosterilmistir (Ayhanci
vd., 2009).

Timokinonun hematoprotektif ve miyeloprotektif 6zelliklerinin incelendigi
calismalarin sonuglart TK’nin protektif niteliklerini gostermektedir. Siganlarda
yapilan bir calismada diazinonla olusturulan toksisite modelinde TK hematoksisiteyi
ve immiinotoksisiteyi onlemistir. Bu ¢alismada TK diazinonun azalttigi RBC, Hct,
Hemoglobin, WBC, PLT, Lym diizeylerini 6nemli derecede yiikseltmistir (Danaei ve
Karami., 2017). Hematoksisitenin kursunla indiiklendigi baska bir ¢alismada azalan
RBC, Hgb, Hct, 16kosit ve PLT sayilar1 TK tedavisi alan grupta anlamli derecede
yukselmistir (Mabrouk vd., 2021). Fenilhidrazin ile hemolitik anemi indiiklenen bir
calismada erkek siganlara 15 mg/kg dozda TK uygulamasi yapilarak etkileri
incelenmistir. TK tedavisi ratlarin serumlarinda GSH ve SOD seviyelerini

yiikseltmistir. Hemolitik anemi olusan si¢anlarin hematolojik analizlerin sonuglar1 TK
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tedavisinin; RBC, HGB, HCT ve retikiilosit sayilarin1 fenilhidrazin grubuna gore
anlamli sekilde yiikselterek kontrol grubuna yaklastirdigini ortaya koymustur (Ashour,
2014).

Mevcut calismada yapilan hematolojik analizlerin sonuglarina bakildiginda TK
uygulamasi yapilan grubun WBC, Neu, Lym, Mono, RBC, Hgb degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiikseldigi bulundu. SP gurubunda bulunan
hayvanlarin WBC, Notrofil, Lym, Mono, Eos, RDW ve PLT degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede azaldigi RBC miktarinin etkilenmedigi tespit edildi.
SP+TK uygulamasmin bu degerlerden Baso, RDW ve PLT’yi SP grubuna gore
anlamli derecede yiikselterek kontrol grubuna yaklastirdigi, WBC, Neu ve Lym
degerlerini ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir miktar artirdig1 goriildii. Bu
sonu¢ TK’nin, SP ile indiiklenen graniilositopeni ve trombositopeniyi tolere edici

etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Siklofosfamidin hematopoietik sitokinler tizerindeki etkileri ile alakali ¢eligkili
bilgiler mevcuttur. Panax notoginseng’in SP nedenli miyelotoksisite iizerine koruyucu
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada SP grubunda EPO, TPO ve GM—CSF seviyelerini
kontrol grubuna gore yiikselttigi goriilmiistiir (Liu vd., 2022). Swiss albino farelerde
yapilan bir ¢alismada SP ile kemik iligi ve hematolojik toksisite olusturulmus ve serum
CFU-GM, CFU-E ve BFU-E (patlatma olusturan birim eritrosit) diizeyleri
olgiilmiistiir. Ilgili calismada SP uygulamasinin oksidatif stresi MDA seviyelerini
artirarak, SOD, CAT ve GSH gibi endojen antioksidanlarin miktarini ise azaltarak
tetikledigi belirtilmistir. Ayrica SP uygulamasi proinflamatuvar sitokinlerin (TNFa,
IL-18, IL-6) miktarlarini artirdig1 ve inflamatuvar bir sitokin olan IL-10 miktarlarini
ise azalttig1 tespit edilmistir. Artan oksidatif stres ve inflamasyonun serumda ve kemik
iligi hiicrelerinde hematopoietik sitokin degerlerini ciddi derecede azalttig
goriilmiistiir (Iqubal vd., 2020). Yine farkli bir ¢aligmada SP uygulamasi sonucu
plazma GM—CSF, EPO, TPO seviyelerinin kontrole gore anlamli derecede azaldig:
bununla paralel olarak WBC, RBC ve PLT sayilarinin azaldig: belirtilmistir (Huang
vd., 2020).

Atta vd. (2018), tarafindan streptozotosin ile olusturulmus diyabet modelinde
diyabete bagli olarak azalan kardiyak EPO gen ekspresyon seviyesinin TK ile anlamli
derecede arttig1 ortaya konulmustur. Bu calismada kardiyak dokudan yapilan
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analizlerde diyabetle artan MDA degerinin TK takviyesi ile azaldig1, TK takviyesinin
ayrica E-selektin, CRP ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin seviyelerinin azaltarak
kontrol grubuna yaklastirdig1 gosterilmistir. Diyabetik sicanlarda oksidatif stresin
artmasi neticesinde EPO’nun renal mRNA ekspresyonunun azaldigi, oral olarak

verilen TK nin diyabetik siganlarin EPO seviyelerini iyilestirdigi ortaya konulmustur.

Mevcut ¢calismada hematopoietik sitokin degerlerine bakildiginda hematolojik
sonuglarla uyumlu olarak EPO seviyesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktu. SP grubunda anemi olugmamasinin sebebinin EPO degerinin
degismemesi ile ilgili olabilecegi veya calisma siiresinin 28 giin ile sinirli olmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda TPO seviyesi SP grubunda kontrole kiyasla anlamli derecede
azalirken; TK+SP grubunda, SP grubuna gore anlamli derecede yiikseldi ve kontrol
grubunun degerine yaklasti. Bu sonu¢ TK’nin, SP’nin sebep oldugu trombositopeniyi,

TK+SP grubunda TPO miktarini koruyarak 6nledigini ifade ediyor olabilir.

Graniilosit koloni uyarici faktdr degeri SP grubunda kontrol ve TK grubuna
gore anlamli derecede azalmisti. TK+SP grubunda da kontrol ve TK grubuna gore
anlamli bir azalma mevcutken, SP grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir artis goriildii. Bu sonuglar TK uygulamasinin SP’nin sebep

oldugu graniilositozu kismen de olsa iyilestirebilecegini ortaya koymaktadir.

Siklofosfamidin sebep oldugu hematoksisitede yer alan ana mekanizmalar
reaktif oksijen tiirleri olup, hiicrelerde lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir.
Ornegin farelerde yapilan deneysel bir ¢calismada siklofosfamid uygulamasimnin kan ve
testis preparatlarinda lipit peroksidasyonunu 6nemli derecede artirdigi buna karsilik
melatonin tedavisinin SOD, CAT, GSH seviyelerini doz iliskili olarak artirdig:
gbzlenmistir (Chabra vd., 2014). Giines vd. (2014) tarafindan siganlar iizerinde yapilan
deneysel bir ¢alismada tek doz SP uygulamasinin siganlarda MDA seviyesini kontrole
kiyasla anlamli derecede yiikselttigi ve GSH seviyesini ise kontrole kiyasla anlamli
derecede azalttigr gosterilmistir. Bu c¢alismada antioksidan olarak kullanilan
Selenyumun ise MDA seviyelerini SP grubuna gore anlamli sekilde azalttigt GSH

seviyesini SP grubuna gore anlamli derecede artirdig1 gozlenmistir. Oksidatif stres
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parametrelerindeki bu degisimler periferik kan 16kosit ve trombosit sayilarin1 6nemli

derecede degistirmistir.

Bircok deneysel ve klinik ¢alismalarda oksidatif stres ve sitotoksisiteyle iliskili
hastalik modelinde TK’nin diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Alenzi vd.
(2010), tarafindan yapilan deneysel bir c¢alismada farkli gruplara siklofosfamid
kemoterapisi uygulanmig ve ayr1 ayr1 NS ile TK tedavileri yapilmigtir. SP uygulanan
grubun MDA miktar1 6nemli derecede artmis ayrica CAT ve GSH miktar1 6nemli
derecede azalmistir. SP uygulamasindan 6nce ve sonra uygulanan NS ve TK tedavileri
antioksidan enzimlerin seviyesini diizelterek lipit peroksidasyonunun 6niine ge¢mistir.
Bu calismada NS’nin Hb seviyesini, agirlik artisini, tire, kreatinin, bilirubin
seviyelerini ve TK’nin kan sekeri ve trigliserit seviyelerini daha iyi tolere ettigi
goriilmiistiir. Bu caligmanin sonuclart SP kemoterapisinden once NS veya TK
uygulamasinin antioksidan mekanizmalarin indiiksiyonu aracilifiyla toksisitenin
Oniine gecebilecegini gostermektedir. Bagka bir ¢alismada SP kemoterapisinin kalp
dokularinda tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinde ve toplam nitrat/nitritte anlamli
bir artisa ve indirgenmis glutatyon, glutatyon peroksidaz, adenozin trifosfat ve katalaz
seviyelerinde anlamli bir azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Bu calismada
uygulanan TK nin biyokimyasal degisikleri kontrol grubundaki degerlere yaklastirdigi
ortaya konulmustur (Nagi vd., 2011). Asetaminofenle indiiklenen karaciger hasarinin
Oonlenmeye c¢alisildigt bir calismada ise TK tedavisinin antioksidan aktiviteyi
gelistirdigi ve lipit peroksidasyonu ile ROS olusumunu zayiflattig1 ortaya konulmustur

(Adam vd., 2016).

Mevcut ¢alismada oksidatif stres parametrelerine bakildiginda literatiirdekinin
aksine SP uygulamasinin MDA degerlerini anlamli sekilde yiikseltmedigi goriildii.
GSH seviyesi ise SP grubunda kontrole kiyasla bir miktar diigiis gosterdi fakat bu
literatlirdekinin aksine istatiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Bu farkliligin
sebebinin SP dozunun diisiikliiglinden ya da son SP uygulamasinin sakrifikasyondan
yedi giin Once yapilmasi ile arada gecen siirede kemoterapinin yan etkilerinin viicut

tarafindan belli bir diizeyde tolere edilmesinden kaynaklanabilir.

Siklofosfamidin  olusturdugu  miyelotoksisite  histopatolojik  olarak
incelendiginde; kemik iligindeki hiicre sayisinin azaldig1 ve yag hiicresi miktarinin

arttigi  gorlilmistiir. Iqubal vd. (2020), tarafindan yapilan bir ¢aligmada SP
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miyelotoksisitesine karsi nerolidoliin koruyucu etkinligi arastirilmistir. SP uygulanan
hayvanlarin hemotoksilen eozin ile boyanan femur dokularinda, kemik iligi
hiicrelerinde 6nemli bir azalma ve trabekiiler kemik yapisinda belirgin bir tahribat
yaptig1, buna karsilik nerolidoliin kemik ve kemik iligini korudugu saptanmistir. Bir
baska calismada SP’nin sebep oldugu trombositopeni, hematoksilen eozin ile boyanan
histolojik preparatlarda megakaryosit sayisindaki azalma ile ortaya konulmustur.
Kemik iliginde siddetli hemorajik alanlar ile hematopoietik hiicre sayisinin azaldigi ve
SP grubundaki hayvanlarin kemik iligi adipositesinde ciddi oranda arttig
belirlenmistir. Caligmada ar1 siitii takviyesinin SP tarafindan indiiklenen kemik iligi
toksisitesini megakaryosit sayisini, hiicre yapisini ve sayisini koruyarak engelledigi

gosterilmistir (Khazaei vd., 2020).

Mevcut calismada femur ve sternumdan alinan kesitlerde H&E ile boyanan
preparatlarda SP grubunda literatiirle uyumlu olarak miyeloid ve eritroid dokularin
bozuldugu, hiposeliiler alanlar mevcuttu. Bu grupta megakaryositler goriilemedi ve
yag dokunun yogunlugunun 6nemli derecede arttig1 goriildii. Buna karsilik TK+SP
grubunda saglikli doku goriintiisiiniin korundugu, adipositenin SP grubuna gore
onemli oranda daha az oldugu gorildi. Ayrica bu grubun preparatlarinda
megakaryositlere de rastlanildi. SP grubunda baskilanan TPO miktarinin TK+SP
grubunda korunmus olmasi kemik iligindeki megakaryositlerin varligina agiklik
getirmektedir. Bu bulgular SP kemoterapisinin yan etiklerini dnlemek i¢in antioksidan

kullanan ¢aligmalarla (Iqubal vd., 2020; Khazaei vd., 2020) uyumludur.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismanin amaci SP kemoterapisinin sebep oldugu oksidatif stres ve
miyelosupresyon iizerine TK’nin koruyucu etkilerini arastirmakti. Elde ettigimiz

verilere gore agsagidaki sonuglara ulagilmistir.

e Siklofosfamid uygulamasi mevcut metabolik durumun bozulmasi, ¢oklu
organ toksikasyonu ve gida alimmin bozulmasi sebebiyle canli agirlik
artisina olumsuz etki etmektedir. Timokinon takviyesi canli agirlik kazanci
konusunda SP’nin etkilerini tolere edebilir.

o Siklofosfamid uygulamasi kan parametrelerinden WBC, Neu, Eos, Baso,
Mono, Lym, RDW, PLT degerlerini kontrol grubuna gdére anlamli sekilde
baskilayarak hematolojik toksisiteye sebep oldu. TK takviyesi ise bu
degerlerden Baso, RDW ve PLT degerlerini anlamli sekilde yiikselterek
SP’nin sebep oldugu hematolojik toksisiteyi kismen dnledi.

e Siklofosfamid kullanim1 ve TK takviyesi serum EPO diizeylerini
etkilemedi.

e Siklofosfamid kullanimi sicanlarin serum TPO seviyelerini azaltarak PLT
degerlerinin diismesine sebep oldu. Oral TK takviyesi siklofosfamidin
sebep oldugu TPO seviyelerindeki baskilanmay1 engelleyerek
trombositopeniden korunmada 6nemli bir etkiye sahiptir.

e Siklofosfamid tedavisi sicanlarin serum G—CSF degerini anlamli sekilde
azaltarak graniilositopeniye sebep oldu. TK takviyesi siklofosfamidin sebep
oldugu bu etkiyi baskilayarak G-CSF degerlerini normale yaklastirdi ve
bdylece graniilositopeni gelisimine karst kismen de olsa koruyucu etki
gosterdi.

e Siklofosfamid kemik iliginde toksisiteye sebep olarak kemik iligine ait
histopatolojik kesitlerde kemik iligi hiicrelerinin sayisini baskiladi ve yag
hiicre miktarimi artirdi. TK takviyesi, kemik iliginin hiicresel yapisini

siklofosfamid toksisitesine karsi histopatolojik olarak korudu.
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Bu c¢aligmada kemoterapi ile indiikklenen miyelosupresyonun antioksidan
takviyeler kullanilarak Onlenebilecegine dair ortaya konulan g¢aligmalarla paralel
sonuglar elde edilmistir. Ancak uygulanan siklofosfamid dozunun hem tek seferde
verilmemesi hem de son doz uygulamasindan bir hafta sonra kan ve doku 6rneklerinin
alinmasi1 ve ayrica calismanin 28 giinde sonlandirilmasi gibi faktorler sebebiyle
siklofosfamidin 6zellikle eritropoez tlizerindeki etkileri tam olarak gézlemlenememis
ve timokinonun da bu alandaki koruyucu etkinligi tam olarak ortaya konulamamustir.
Ayrica hem doku diizeyinde hem de serumda oksidan/antioksidan sisteme ait farkl
parametelerin incelenememis olmasi da ¢alismanin sonuglarin1 degerlendirmede bir
diger kisitliliga sebep olmustur. Sonug olarak TK’nin miyelosupresyon iizerine ¢esitli
mekanizmalarla bir miidahalesi vardir. Ozellikle hematopoietik sitokin seviyeleri
tizerine etkisi dikkat ¢ekicidir. Bununla birlikte, koruyucu etkilerin mekanizmalarinin

aydinlatilmasi i¢in daha kapsamli ve ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varildi.
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