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OZET

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goérulen ikinci kanserdir.
Gelismis ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir. Meme kanseri tedavisinde
kullanilan umut verici ilaglar arasinda bir camptothecin tirevi olan topotecan
(9- (dimetil amino)} metil-10-hidroksi camptothecin) da yer almaktadir.
Topotecan'in sitotoksik etkisini topoizomeraz 1 enzimi ve DNA arasindaki
bag: stabilize ederek yapti§i bilinmekiedir. Reaktif oksijen ftlirleri hicresel
metabolizmanin potansiyel olarak tehlikeli Uriinteridir. Codu neoplastik ajan
tumaor hicrelerini apoptozis ile yok etmektedir. Birgok arastirmada sitotoksik
ilaglara maruz birakilan hicrelerde oksidatif stres sonucunda hiicresel
degisimler bildiriimistir. Bazi sitotoksik ajanlar yapisal olarak birbirlerine
benzememelerine ve hiicrede farkli hedefleri olmalanna ragmen reaktif
oksijen tlrlerinin dlizeylerini ylkseltmektedirler Ancak topotecan'in hentiz
oksidatif strese yol agtigini gésteren bir calisma yoktur,

Bu galigmanin amaci antikanser bir ilag olan topotecan’in MCF-7 hucre
dizisinde antioksidan enzimler ve oksidatif stres Uzerine etkisini arastirmaktir.
Bu degisikliklerin bilinmesi topotecan’in etki mekanizmasi icin alternatif bir yol
sunabilir. Bu amagla topotecan'a 24 saat maruz birakimis MCF-7
hucrelerinde ve hig ilag uygulanmamis kontrollerde: (1) Antioksidan
enzimlerden, slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) dizeyleri; (2) Lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak MDA duzeyleri; (3) Oksidatif protein hasarinin gdstergesi olarak
karbonil diizeyleri; (4) Rediikte glutatyon (GSH) duzeyleri ve (5) Sulfidril
diizeyleri incelenmistir.

Topotecan'a maruz birakilmis MCF-7 hucrelerinde kontrollere gére lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile gosterilen oksidatif durum anlamii
olarak artarken (p<0.05) enzimatik olmayan antioksidanlar (GSH ve siilfidril
dizeyleri) anlamli olarak (p<0.05) azalmigtir. Superoksit dismutaz
dizeylerinde anlamh olmayan (p>0.05), glutatyon peroksidaz ve katalaz
duzeylerinde ise anlaml (p<0.05) bir artis vardir

Bu sonuglar, topotecan’a maruz kalan hucrelerde reaktif oksijen
radikalleri olustugunu gostermektedir. Topotecan maruziyeti ile reaktif oksijen
radikallerinin olugumu topotecan’in hucrelerdeki sitotoksik etki mekanizmasi
icin alternatif bir yol teskil edebilir.
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ABSTRACT

Breast cancer is the second most common cancer among women in
developed countries. Topotecan, a new camptothecin analogue [2-(dimethyl
amino) methyl-10-hydroxy camptothecin], is giving hope in the treatment of
breast cancer. The cytotoxic activity of topotecan in human tumor cells
depends on the stabilization of topoisomerase 1 and DNA complex. Reactive
oxygen species (ROS) are cytotoxic products of normal cellular metabolism.
Many antineoplastic agents eliminate tumor cells by inducing programmed
cell death or apoptosis, and numerous investigations have documented the
cellular changes resulting from oxidative stress induced in cells following
exposure to cytotoxic drugs Although some of cytotoxic agents have
different structures and targets, they increase the levels of ROS. However, it
has not been studied yet that topotecan causes oxidative stress in tumor
cells.

The aim of this study was to investigate the effect of topotecan on
antioxidant enzymes and oxidative stress in the human breast cancer cell line
(MCF-7). Determining the oxidant effect of topotecan can elucidate possible
alternative mechanism of drug cytotoxicity. Therefore, MCF-7 cells were
treated with topotecan for 24 hours and levels of antioxidant enzymes
[superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GSH-Px)], lipid peroxidation [MDA], oxidative protein damage [carbonyl
content], reduced glutathione [GSH] and sulphdryi were determined.

The obtained data indicate a state of oxidation, as revealed by increased
lipid peroxidation and protein oxidation ratios, in MCF-7 cells exposed to
topotecan compared to the non-treated control group Levels of non-
enzymatic antioxidants (GSH, sulphdryl content) decreased significantly in
MCF-7 cells treated with topotecan compared to controls. Compared tfo the
control cell line, there was a slight increase in SOD and a significant increase
in GSH-Px and catalase activity in MCF-7 cells treated with topotecan. These
result support the probability of ROS formation in cells exposed to topotecan
and suggest an alternative mechanism for topotecan cytotoxicity.
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GIRIS

‘Meme kanseri dunyada kadinlarda en sik gorllen ikinci kanserdir.
elismis ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1). Etiyolojisinde aile
ikayesi, ileri yas, uzun reproduktif evre, dogum yapmamig olmak, ilkk gocuga
ri-yasta sahip olma, obezite, radyasyona maruz kalma, belirli iyi huylu
me hastaliklarinin hikayesi, endustriyel kirlilik, erken menarj, geg
‘menapoz, yilksek serum ve idrar 8strojen seviyeleri gibi sebepler vardir (2,3).

~ Meme kanseri tedavisinde kullanilan umut verici ilaglar arasinda, bir
camptothecin ttirevi olan topotecan (9- (dimetil amino) metil-10-hidroksi
camptothecin) da yer almaktadir. Camptothecin, nyssaceae ailesinden olan
‘camptotheca acuminata adl bitkiden izole edilmis olan bir bitki alkoloididir
(4,5). Camptothecin 1960’ yillarda National Cancer Enstitusu ilag kontrol
programinda tumdr hticrelerine karst aktif oldugu saptanmistir Ancak ilacin
beklenmedik toksisiteleri ve faz 2’ deki sinirh etkisi nedeniyle ileri arastirmalar
-~ yaplimis ve suda daha fazla eriyip daha az toksik olan topotecan, CPT-11
.~ (irinotecan) gibi camptothecin analoglari uretilmigtir (). Camptothecin
- turevleri olan CPT-11 ve topotecan topoizomeraz 1 inhibitérleridir

Topotecan'in  sitotoksik etkisini topoizomeraz 1 enzimi ve DNA
arasindaki bagi stabilize ederek yaptigi bilinmektedir. Topoizomeraz 1 enzimi
DNA tek zincir uzerinde kirik olugturup ¢ift zincirli sarmal DNA’y1 ¢dzerek
torsiyonal stresi azaltir Bu gevseme reaksiyonu esnasinda topoizomeraz 1
enziminin 106 tirozin aminoasidi ile kinimig DNA zincirine ait 3 fosforil grubu
arasinda kovalent bir bag olusur ve protein-DNA ¢apraz badi meydana gelir
Topotecan, DNA zincir reaksiyonunu énleyerek bu kompleksi stabilize eder
Stabilize olmus uglu kompleks ile replikasyon ¢atall arasindaki etkilesimler
sonucunda tek zincir kingr c¢ift zincir kindina doénigerek hucre 6lumine
neden olur (7).

Reaktif oksijen tlUrleri diuslk konsantrasyonlarda, hicre buyumesini
duzenleyen rediksiyon-oksidasyon durumundaki sinyal transdiiksiyon yollan
ve buyume-farklilasma ile iligkili genlerin ekspresyonundaki degisimier igin
gereklidir. Ancak bu metabolitlerin asir Uretimi hicre bitunltglu ve hayatiyeti
icin gerekli yapilarin okside ofmasint ve hasara ugratiimasini igeren dlumcul
zineir reaksiyonlarinin baslamasina neden olur (8). Cogu tumér hucresi
normal htcrelere gére artmis metabolizma oranma sahiptirler ve bu dogal
olarak reaktif oksijen turlerinin artisina yol agar (1,9,10).




2 Cogu neoplastik ajan tumér hicrelerini apoptozis ile yok etmektedir Birgok
- grastirmada sitotoksik ilaglara maruz birakilan hicrelerde oksidatif stres
" gonucunda hucresel degisimler bildirilmistir Bazi sitotoksik ajanlar yapisal
" olarak birbirlerine benzememelerine ve hucrede farkll hedefleri olmalanna
ragmen reaktif oksijen radikallerinin duzeylerini yukseltmektedirler (2).
Doxorubicin, daunomycin, mitoxantrane, bleomycin ve cisplatin reaktif oksijen
radikalleri Ureterek oksidatif stresi tetiklemektedir Kemoterapatik ilaglar
tarafindan reaktif oksijen radikallerinin Uretimi bu ilaclarin hem antitimér
etkilerini hem de bu ajanlarla iliskili organa spesifik efkilerini
guglendirmektedir (11).

Bu tezin amaci antikanser ila¢ olan topotecan’in MCF-7 hucre dizisinde
antioksidan enzimler ve oksidatif stres Uzerine etkisini arastirmaktir. Bu
degisikliklerin ve mekanizmalarin bilinmesi topotecan’in etki mekanizmasi
icin alternatif bir yol sunabilir. Daha onceki galismalarda camptothecin’in
reaktif oksijen radikalleri Urettigi bildiriimistir Ancak literaturde fopotecan ile
ilgili yaptimig bir galisma yoktur Diger antikanser ilaglarla bu konuda yapilan
calismalar da siurlhidir Topotecan'in hucre i¢cinde reaktif oksijen radikallerinin
olusumunu arttirdigini ve oksidatif strese yol actigi hipotezini incelemek igin
asagida belirtilen parametreler arastinidi: (1) Antioksidan enzim duzeyler,
(superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz); (2) Lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA duzeyleri; (3) Oksidatif protein
hasarinin gostergesi olarak karbonil duzeyleri; (4) Glutatyon dizeyleri; (5)
Sulfidril duzeyleri




GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Kanserinde Epidemiyoloji
Meme kanseri dinyada kadinlarda en stk gorilen ikinci kanserdir.
Gelismis ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1).

Tum wklar icin, 1980 ile 1987 yillan arasinda meme kanseri insidanst her
yil %3.8 artig gostermistir ve 1998 yilina kadar sabit bir insidans izlenmistir
20 yasin altindaki kadinlarda l6semi, kanser &lumlerinin birinci siradaki
sebebidir 20-59 yas araliinda kadinlarda en fazla 6lume neden olan kanser
meme kanseri iken, 80 yas ve Uzerinde akciger kanserleri birinci siray
almaktadir Kadinlarda meme kanserine bagh dlumler 1989°dan 1995'e kadar
%1.6 oraninda azalmistir 1995'den bu yana kadar ise %3.4 oraninda azalma
gostermistir. Yasa spesifik analizier meme kanseri mortalitesinin 75 yas
Uzerindeki Afrikali-Amerikali kadinlar disindaki  kadinlarda, tim yas
gruplaninda, azalma gésterdigini tespit etmistir Mortalitedeki bu azalma
tzellikle 50 yas altindaki hem beyaz hem de Afrikali-Amerikali kadinlarda
dikkati cekmistir (9)

Populasyon istatistiklerine goére yas bagimli meme kanseri mortalite
oraniari bircok gelismis Ulkede azalmaktadir. 1990larin basglannda ilk ani
dismeler bildirilmistir, 1990 ve 1996 yillarn arasinda Ukrayna, Hollanda,
Kanada, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Isve¢ ve Fillandiya'da meme
kanseri mortalite oranlarinda %5-17’e kadar azalmalar rapor edilmistir 1990
yilindan 6nce bu ulkelerde meme kanseri mortalite oranlari ya artmistir ya da
sabit kalmistir. Pek ¢ok aragtirmaci mevcut mortalite azalmasint mammografi
ile yapilan taramalara baglamistir (10).

Amerika Birlesik Devletlerinde total kadin populasyonunda meme
kanseri insidansi 1990l yillar boyunca yaklasik ofarak aynt seviyede
kalmistir. Ancak geng kadinlarda bu insidans azalma géstermistir. 1990-1997
yillari arasinda kadinlarda izlenen meme kanserine bagh dlumlerde azalma
oranlar ortalama %2.2 olarak belirlenmistir ve bu azalma 6ézellikle beyaz ve
daha genc kadinlarda tesbit edilmigtir ABD'de meme kanseri 40-59 yaslar
arasindaki kadinlarda kanser olum sebeplerinin  en basgta gelen
nedenlerinden birisidir. Ancak kanserden olen kadinlarin sayisinda bir
azalma baslamistir. ABD'de meme kanserine badh dlumler 43 844 &lumie en
gok 1995 yilinda izlenmistir Giderek azalan Slumler 1998'de 41 737'e
inmistir. Meme kanser insidansi 1979'dan 1992 yiina kadar her yil %1
oraninda artis gostermistir. 1982'den 1987 yilina kadar ise her yil %4




;':bramnda artis géstermigtir 1987 yilindan 1996 yilina kadar ise meme kanser
insidansi sabit kalmistir (12)

: Az ilerlemis meme kanserine sahip hastalarda erken teshis, geligmis
‘cerrahi teknikler ve daha etkili sistemik terapiler yagam kalitelerini ve hayatta
kalma surelerini arttirmistir. Ancak metastatik tumorlt hastalar hala gok kbtu
- prognoza sahiptirler ve hayatta kalma sureleri 2 yildan azdir Metastazl olan

. hastalarda kemoterapi ve hormonal terapi tumérin kagliimesinde etkilidir.
. Buna ragmen hayatta kalma suresi genellkle 6 aydan daha az
" uzatilabilmektedir (7)

40 yasin altinda olan geng¢ kadinlarda meme kanseri gérlme sikhgi
%5'den daha az olmasina ragmen gen¢ kadinlarda izlenen meme
prognozunun 40 yasin Ustundeki kadinlarda gelisen meme kanserinin
prognozundan ¢ok daha kotl oldugu gésteriimigtir (8).

2.1.2. Etiyoloji

Aile hikayesi, ileri yas, uzun reproduktif evre, dogum yapmamis olmak,
ilk cocug@a ileri yagta sahip olma, obezite, radyasyona maruz kalma, belirli iyi
huylu meme hastaliklarinin hikayesi gibi durumlarda meme kanseri riski
artmustir.  Ayrica kolon, tiroid, endometriyum ve over karsinomunda
kadinlarda meme kanseri insidans! artmistir. Tek tarafli meme karsinomuna
sahip hastalarda saglam olan diger memede karsinom gelisme riski ¢ok daha
yuksektir (2).

Endustriyel kirlilik ve sigara dumani gibi gevresel faktérler meme kansert
icin risk faktdru olarak tanimlanmistir. Erken menarj, ge¢ menapoz, yuksek
serum ve idrar &strojen seviyeleri, dustik seks hormon baglayici proteinler
vilcutta serbest dstradiol seviyesini arttinrlar. Bu sekilde endojen ve eksojen
yollarla dstrojenin arttiriimasi meme kanseri icin Snemli bir risk faktérudiur (3).

2.1.2.1. Aile Hikayesi

Meme kanserli birinci dereceden akrabasi olan bir kadinda meme
kanseri gelisme riski, ailesinde meme kanseri olmayan bir kadina goére 2-3
kat fazla iken; meme kanserli ikinci dereceden akrabasi olan bir kadinda bu
risk iki kattan biraz azdir Meme kanseri olan birinci derece akraba sayis!
arttikca meme kanseri gelisme riski de daha fazla artmaktadir Bu iligki aile
fertleri arasindaki genetik ve gevresel faktdr benzerliklerine baglanmaktadir
(1,13,14,15).




2.1.2.2. BRCA 1

Meme kanseriyle yakindan iligkili olan bu gen klonianip sekanslanmigtir.
Her 300 kadindan birinde BRCA 1 geni mevcuttur. Bu gene sahip kadinlarin
g0’li yaslarda meme kanseri olma ihtimalleri %85 olup bu kadiniarin
yarisindan fazlasinin 50 yas oncesi meme kanseri olma ihtimalleri de ¢ok

yuksektir (1 14).

2.1.2.3. Hormonlar

« Endojen: Endojen olarak gstrojen Uretiminin artmig oldugu durumiarda
meme kanseri riski artar. 11 yas veya altinda erken menarj ve 55 yas
ya da Ustunde ge¢ menapoz, ileri yaslarda itk hamileligin olmast (30
yas Ustu), nulliparite (hic dogum yapmamis olmak), obez kadinlarda
adrenal kortekste Uretilen androstendiolun yag hucrelerince pstrojene
cevrilmesi ile tstrojen diizeyinde artiglar oimasl gibi durumlarda meme
kanseri riski artar (1,3,13).

« Eksojen: Dunya Saglik Orguti'nun bir gok ilkede yapmis oldugu
galigmalar sonucunda oral kontraseptif gibi eksojen kaynaki
ostrojenlerin (dunya capinda 61 milyon kadin kullanmaktadir) meme
kanser riskini 3-5 kat arttirdigy teshit edimistir ve 0strojen
preparatlarina progesteronlann ekienmesi bu riski azaltmamakiadir
(1,3,13).

2.1.2.4. Sosyodemografik

Diger birgok kanserin tersine meme kanserleri dusuk sosyal siniflardan
cok, yliksek sosyal siniftaki kadinlarda daha sik izlenmektedir Yahudiierde,
Afrikali-Amerikali  kadinlarda sik izlenirken, Asyall kadinlarda daha az
izlenmektedir (1,8,16,17).

2.1.2.5. Diyet

e Yag: Yuksek yagh diyetlerin meme kanseri riskini arttirdigi yapilan fare
deneylerinde tesbit edilmistir Omega © poliansature yag asitleri,
linoleik asit meme kanser riskini arttircken omega 3 yagd asitieri meme
kanseri riskini azaltmaktadir (1,15,18).

e A vitamini ve Karotenoidler. Retinoller hucre differansiyasyonunu
dizenlerler, karetenoidler ise guglu antioksidanlardir. Bunlarin her ikisi
de meme kanseri riskini azaltmaktadir (1).

o Diger gidasal komponentler. Bazt gidalarda bulunan heterosiklik
aminlerin karsinojenik etkileri varken, soya uranlerinde bol miktarda
bulunan tofu gibi bitkisel gstrojenlerinin anti-karsinojenik etkileri tesbit
edilmistir ve Asyalilarda meme kanseri insidansinin dugik olmasi bu

gidanin fazla tuketiimesine baglanmaktadir (1,13).




2.1.2.6. Yagam Sekli
o Egzersiz: Geng yasta yapilan egzersizin kadinlarda premenapozal ve
post menapozal meme kanseri riskini azalttig) bildirilmistir. Bu etkinin
hormonal mekanizmalarla oldugu dusunuimektedir. Cinki egzersiz
menar] suresini uzatip ovulatuar mensturel siklus sayisini
azaltabiimektedir (1,13).

e Alkol: Gunde 15 gr ve ustunde alkol tuketen kadmnlarda, alkol
kullanmayan kadinlara gére meme kanser riski %50 kadar daha
fazladir Bu artisin alkolin neden oldudu plazma Ostrojen ve &striol
seviyelerindeki yukselmeye bagh oldugu dusuntlimektedir (1,13).

« Sigara: Sigara kullaniminin meme kanseri riskini hem arttirici hem de
azaltict 6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Meme kanseri riskini azaltici
ézelliginin sigara icenlerde izlenen dusik plazma ve driner Gstrojen
seviyesine , kanser riskini arttirici 6zelliginin ise sigara dumanindaki
oksidan ve karsinojen maddelere bagh oldugu dustnulmektedir (1).

o Cevresel faktérler: Pestisitierin meme kanserini arttirdigi ve meme
kanserli hastalarin serum ve yag dokusunda bu kimyasallarin yiksek
olarak butundugu yapilan galismalarda gosterilmistir (1),

« FElektromanyetik alanlar: Ekolojik ve epidemiyolojik caligmalarda
elektromanyetik alanlann etkileri arastinimaktadir. Bazi galigmalarda
elektromanyetizmanin kanser riskini arttrdidt yénunde sonuglar
alinmistir ancak hala bu iligki kesin olarak kanitlanamamisgtir (1).

+ lyonize radyasyon: Gogus bolgesine alinan yiksek dozdaki iyonize
radyasyonun meme kanser riskini arttirdigi bilinmektedir. Ozellikle sik
sik radyografi cektirmek zorunda olan akciger hastalikli, tuberkiloziu
hastalarda ya da radyoterapi alan kadinlarda meme kanseri gelisme
riski ylkselmistir (1,13).

2.1.3. Klinik Bulgular

Meme kanserli kadinlarin %70Q'inde ilk bulgu memede bir Kitlenin
varligidir. Cogu kez kitle agnsizdir ve kadin tarafindan rastlanti sonucu
bulunur. Hastalarin %8-10'unda ise kitle agniidir ve kadin memesini agri
nedeniyle yokladiginda ortaya ¢ikar (19,20).

Genelde kitle serttir, hareketsizdir; ancak etrafindaki meme dokusu ile
birlikte hareket eder. Fibroadenom gibi hareket edebilen kanserlerin oldugu
da akildan gikanimamalidir. Kitlenin sinirlan, ¢ogu kez, iyi tayin edilemez.
Bazen timor memede asimetri yaratabilir ya da gézle farkedilebilecek boyuta
ulasabilir (19).




Hastalann %2 kadarinda ise kanser kendini tek tarafli meme bagl ve

- areolada ekzamatiform lezyon, erozyon ya da Ulserasyon géruntimu ile
- ortaya koyar Meme baslan tahrise agik bolgelerdir. O nedenle, meme
" paglarinda bu tip lezyonlara rastlamak olagandir. Tahrigin neden oldugu bu

" tip lezyonlar meme baslarini korumak ve inert bir pomad kullanmakla kisa

surede iyilesir Tedaviye ragmen iki haftada iyilesmeyen bu tip lezyonda
Paget hastaligl dustnulmelidir. Hastalann %4’unde ise kanser enflamasyon
bulgulari ile ortaya ¢ikar. Meme butunu ile buyumustur, derisi kizarmistir ve
sdemlidir. Deri portakal kabugu (peau d’orange) gorunimi almistir; deri iki
parmak arasinda hafifce sikilirsa portakal kabugu gérunumu gok daha
belirginlesir. Agn olabilir ya da olmayabilir Palpasyonda belirgin bir kitle
alinamaz ancak meme bitunu ile yodundur (8,14,20).

Memenin santral kadraninda yer alan timoérlerde meme bagl igeri
cekilebilir (meme basi retraksiyonu), memenin Ust-dig kadraninda yer alan
tumorlerde bazen meme basi yukar ve diga dogru cekilr. Bu durum
memelerde ve meme baslartnda asimetrik bir gérunume yol agar Meme
kanserli hastalarin ortalama %10'unda ik belirti meme bagi akintisidir,
Kanserin neden oldugu meme bagi akintisi spontan, tek tarafl ve porustan
olup genellikle kanli, kanli-serdz ya da serdz niteliktedir. Bu akintiya palpabil
bir kitle eslik edebilir ya da etmeyebilir (19,20,21).

Cooper baglarini infiltre eden tumérlerde bu baglann kisalmasi ile tUmaor
(zerindeki deri timére dogru cekilerek gébeklesme (deri retraksiyonu) olugur.
Deri retraksiyonu baslangigta hasta normal durumda iken gorulmeyebilir;
ancak kollar yukariya kaldinidiginda ya da éne dogru edilindiginde ortaya
cikabilir Mevcut, fakat normal pozisyonda ya da kollari yukarl dogru
kaldirarak veya one egilerek belirmeyen deri retraksiyonu kitle uzerindeki
deriyi bas ve isaret parmagi arasinda sikigtirarak ortaya gikar, Memedeki her
kitlede deri retraksiyonunun olup olmadigi mutiaka aragtiriimaldir. Deri
retraksiyonunun varligi memedeki kitlenin, gok buyuk olasihkla kanser
olacagina isaret eder (14,20,21)

Memenin lenf damarlarina giren timér hucreleri zamanla meme derisinin
lenf damarlarina tasinirlar Bu tumér hucreleri meme derisinin lenf
damarlarinda ttkanmaya neden olarak lenf akiminin yavaslamasina yol agar
Lenf akimindaki yavaslama ise deri ve derialt dokusunun agin beslenmesine
neden olur: deri kalinlastr, kil foliklleri igeri dogru cekilmis gibi kalir ve bu
durum deriye portakal kabugu gérunuml (peou d’orange)} kazandinr Tumér
hucrelerinin deri lenfatiklerini daha fazla tikamasi sonucu derinin beslenmesi
bozulur; deri kizanr eritem olusur, beslenmesi gittikge bozulan deride
tlserasyon gelisir Bazen meme derisi lenfatikleri icindeki tumor hicreleri
yandas (satellit) noduller olusturabilir (14,20)

Meme kanseri seyrek de olsa kendini koltukaltinda lenf bezi bilyumesi ya
da metastaz yaptigi organin kendine zel belirtileriyle ortaya koyabilir Boyle




bir durumda meme muayene edildiginde bir kitle palpe edilebilir, memede
kitle palpe edilmeyen durumlarda tumor mammografi ile ortaya konabilir
Memede herhangi bir patolojinin s6z konusu olmadigt durum da vardir
(22,23,24)

2.1.4. Tani Yontemleri
Genellikle hastanin kendisinin farkettigi bir kitle veya agri gibi sikayetlerie
saglik merkezlerine bagvuran hastalar veya sikayeti olmadan yaptlan
taramalar esnasinda supheli bulgular tesbit edilen hastalarda kullanilabilecek

tan! ydontemleri sunlardir:

2.1.4.1. Girisimsiz Tan1 Yontemleri

A) Fizik muayene: Meme tum kadranlariyla ayrintill olarak muayene edilir,
meme derisinde cekilmeler, édem, deformite, enflamasyon gibi stpheli
bulgular taranir. Memede ele gelen bir kitlenin ya da hassasiyetin olup
olmadigina bakilir Aksiller ve supraklavikuler lenf bezlerinin durumu mutiaka
degerlendirilir Hastanin duzenli araiiklarla meme muayenesi yaptirmasi ya
da kendi yapmas: meme kanserinin erken teshis edilmesini ve dolayisiyla
erken mudahele edilmesini sadlar (13,25)

B) Mammografi: Hem taramalarda hem de yakinmasl olan her hastada
kullanilabilen cok degerli bir tetkiktir. X 1ginlan ile saptanan duzensiz kitleler
ya da mikrokalsifikasyonlar kanser lehine olabilmektedir. Ancak
unutulmamalidir ki kalsifikasyonlar  benign meme hastaliklarinda
izlenebilmektedir Hayat kurtarici olan bu tetkikle bir gok supheli bulgu
yakalanabilmekte ve meme kanserine erken evrede mudahale
edilebilmektedir  (13,26,27,28,29). Kadinlarda mammografinin  tarama
amaciyla kullamim prensipleri sunlardir:

¢ Meme yakinmas| olan her kadina yasina bakiimaksizin ve sikligi
adz énune alinmaksizin, gerektigi her an mammografi yapiimalidir.

¢ 35-40 yas mammografi igin, tarama galigmalarinda alt stnirdir

e 40 yas ve Uzerindeki her kadin, 1-2 yilda bir fizk muayene ve
mammografi ile kontrol ediimelidir.

o 50 yas ve lzerindeki her kadin, her sene muayene ve mammografi
ile kontrol edilmelidir (13,23,25).

C) Kseromammografi. Mammografi 6zellikle fibroglanduler yoguniugun
yiksek oldugu %10 oraninda izlenebilen meme kanseri olgularinda kanserin
tesbitinde basarisiz olabilmektedir Bu durumu duzeltmek amaciyla
gelistirilen kseromammografi daha detayl gérantuyu daha az radyasyon
dozuyla ortaya koyabilmektedir (13,25,26).




grafi: lyonize radyasyon kullaniimadikca meme dokusundaki is|
pin grafi Uzerine aktanmi termografi olarak bilinmektedir. Isi
inin memede algiladikiari 181 artis alanlan o bélgedeki damarlanma
kimi artisinl yansitmaktadir. Bu durum da hekime kanser ihtimalini
‘melidir. Ancak ¢ok kullanigh olmayan, hassasiyeti ve spesifikligi cok

yleri

rintilye donustiriimesine dayall bu tetkik mammografi ile tesbit edilen
#lenin: kist mi yoksa solid bir tumér miu oldudunu anlamada kullantlir.

Transilluminasyon (Diafanografi). Eski ve gegerliligini kaybetmis olan bu
tetkikin temelinde memenin guglli bir tgik kaynagiyla transilluminasyonu
(aydinlatiimas1) vardir (13,25,26)

G)!"Bi'lgisayarh Tomografi: Lezyonun lokalizasyonu, boyutu hakkinda degerli
flgiler sadlayan bu tetkik meme kanseri saptanmasinda oldukga etkilidir,
. "Ancak pahali olmasi nedeniyle taramalarda kullanimi sinirhidir (13,25,26),

H) Manyetik rezonans grafi (MRG): Cok dederli bilgilerin elde edilebildigi bu
- tetkik ile kuguk boyutlardaki tlimorler ve lenf bezleri tutulumiar saptanabilir
13,25,26).

- 2.1.4.2. Girisimli Tani1 Yontemleri

A) Kan tetkikleri Meme kanserli olgularda Ca 15-3, CEA (Karsino
Embriyojenik Antijen) gibi belirleyicilerin kan duzeyleri artabilir. Spesifiteleri
dustktur, CEA vicuttaki tum adenckarsinomlarda yukselebilir (23,30),

B} Biyopsi: Mammografi ya da farkli tetkikler ile tesbit edilen kitlenin
histopatolojik incelemesinin yapilmasi igin kitleden érnek alinmasi islemine
biyopsi denir. 3 farkli biyopsi teknidi vardir (1,13).

» Ince Igne Aspirasyon Biyopsisi; Hizli, agrisiz, ucuz olan ve kesi
yapiimadan uygulanan bu teknidin %87 oraninda hassasiyeti, %4-9,6
oraninda yanlis negatif sonug verme &zelligi vardir Yaygin olarak
kullanilan bu teknik histopatolojik incelemelerinde gerekli érnegi elde
etmek igin oldukga iyi bir ydntemdir (14).

« Core biyopsisi: ince igne aspirasyon biyopsisi gibi hizli, agnisiz, ucuz
olan ve kesi yaptimadan uygulanan bu teknigin yanhis negatiflik sonug
verme orani gok daha azdir (14)




o Eksisional Biyopsi: Lokal anestezi altinda yapilan bu teknikde
histopatolojik inceleme icin tumér dokusu etrafindaki normal doku ile
birlikte ¢ikanlir Diger iki teknikten farkli olarak yanlis negatiflik ya da
inceleme igin yetersiz drnek eldesi bu teknikte izlenmez. Ancak daha

agrii ve pahall olup kozmetik goriintuyli bozan kesi izlerine neden
olmaktadir (14),.

'C) Sintigrafik yontemler: Lenf nodu tutulumlarini tesbit etmek amaciyla “Tc”
isaretli lipozomlar kullanilarak lenfo-sintigrafi uygulanabilmektedir (16).

2.1.5. Evreleme

_ Meme kanserli hastalar hekime basvurduklarinda hastaliklarinin
yayllmalari  bakimindan  farkliliklar  gésterirler.  Evreleme, hastalari
hastaliklarninin yayiima derecesine gére gruplara ayirma islemidir. Boylece
- gerek tedavi planinin yapilmasinda gerek prognoz tayininde en etkili yoldur,
- Evreleme ya radyolojinin de eslik edebilecedi klinik bulgulara gére (klinik
evreleme) ya da ameliyatla c¢ikarilan dokularin histolojik-histopatolojik
durumlarina gdre (patolojik evreleme) yapilir (1,20,31).

Klink evreleme icin kullanilan sistemlerden en eskisi Manchester
sistemidir. 1940 yilinda ortaya konmustur. Columbia sistemi 1943'de
kullanimaya baglanmig, 1969 yilinda yeniden duzenlenmigtir. Gerek
Manchester gerek Columbia sisteminin uygulanmasi birkag merkezle sinirh
kalmigtir - Glinimuzde hemen her yerde UICC (Union International Centre
Cancer) ve AJCC (American Joint Committee On Cancer)'nin bicimlendirdigi
TNM sistemi kullaniimaktadir Buna gére primer tuméri T, koltukaltl lenf
bezlerini N, uzak metastazlari ise M temsil etmektedir. Bu verilere gbre evre
gruplari Tablo 2.1. ve 2.2’ de belirtilmistir (23, 31).

10




Tablo 2.1. TNM sistemine gtre evreleme (23)

Primer Tumér T

Te Primer tumér degeriendirimeyebilir

To Primer tumér bulgusu yoktur

Ts - Tumor bulgusu olmayan paget hastaligi vardir In situ tumar.

Ty Tumdr 2 cm veya daha kuguktur

Tia - Tumor 0,5 cm veya kuguktur

T ! Tumeor 0,5'den blyuk fakat 1 cm'yi agmamustir

T : Tumsr 1 cm’den buyllk, fakat 2cm’yi agmamigtir

T, Tumér 2 em'den buylk fakat 5 ecm'yi agsmamigtir

T Tumoér B’cm’yi asmighir

T, Tumériin boyutu ne olursa olsun deri ya da toraks duvarina
dogrudan ulagsmistir

Tsa : Toraks duvarina ulagmistir

Tap : Meme derisinde &dem (Peau d'orange dahil), ulserasyon tumérll
memede yandas deri lezyonlari vardir

Tae - Taa +Tap

T : Enflamatuar kanser vardir.

Paget hastali§inda kitle varsa T'yi kitlenin buyuklugu tayin eder T dlgumunde
tumorun en bilylk boyutu géz énune alinir.

Bolgese! Lenf Bezleri N

Ny Bélgesel lenf bezleri dederlendirimeyebilir

No Bolgesel lenf metastazi yoktur

Ny Ayni taraftaki koltukaltinda bir yada fazla mobil lenf metastaz
vardir

N, Ayni taraftaki koltukaltinda bir ya da fazla lenf bezinde metastaz;
fakat bu lenf bezleri birbirine ya da etraf dokularina yapisiktir.

Ns Tumérin bulundugu taraftaki mammaria interna lenf bezi grubuna

metastaz vardir

Uzak metastazlar M

My - Uzak metastazlarin varli§i degerlendiriimeyebilir
M, M, : Uzak metastaz yoktur.
My M; : Uzak metastazlar mevcuttur

SupraklavikUler lenf bezlerindeki metastazlar uzak metastaz olarak nitelenir

Gunimuzde, meme kanserinde prognozu belirleyen en 6nemli kriter
koltukalt lenf bezlerinin durumudur. Klinik muayene ile lenf bezleri hakkinda
karar vermek hem yanls pozitifik hem de yanhs negatiflik bakimindan %30
yanilgi ile gider. Daha 6nemlisi, tumérle tutulan lenf bezlerinin sayist,
tumérun lenf bezi igindeki boyutu, tumor hicrelerinin lenf bezinin kapsulund
aslp asmamasi gibi ayrintilar da hem prognoz yéninden, hem de cerrahi
E girisim sonras! segilecek adjuvan tedavi yéntemini belirleme agisindan goz
E énine alinir (13,14).
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Tablo 2.2. TNM'ye gore evreleme (23)

Evre 0 Ti Ng Mo
Evre | T No Mo
Evre IIA To N, My
T1 N1 MO
T2 No Mo
Evre IIB T N, Mo
Ts No M,
Evre [HA To N My
T N2 Mo
Tz N2 MO
Ts N, Mo
Ts Ny Mo
Evre IIIB Ta HerhangiN Mg
HerhangiT  Nj; Mg
Evre IV T ve N ne olursa olsun M, igeren tum hastalar

Patolojik evrelemede T ve M klinik evrelemeden farkhiik gdstermez Lenf
bezlerinin durumu Tablo 2.3 'de gdsteriimistir

Tablo 2.3. Patolojik evreleme (23)

pNy : Bdlgesel lenf bezi metastazi dederlendiriimeyebilir
PN, : Bédlgesel lenf bezi metastazi yoktur.
PNy Ayni tarafta hir ya da daha fazla mobil lenf bezi metastazi vardir
pNs.  : Metastazlar mikrometastazdir (Higbiri 0,2 cm’den fazla
dedildir )
PNy . Bir ya da daha fazla lenf bezinde metastaz vardir;
buniardan herhangi biri 0,2 cm’den blyuktur.
pN.wy  : 1-3 lenf bezinde metastaz mevcuttur; herbangi bir
metastazin boyu 0,2 cm’den buyuktdr.
pNwi: 4 ya da daha fazla ganglionda metastaz vardir; bunlardan
biri 0,2 cm’den buyik, fakat hepsi 2 cm’den kuguktir,
PNy Lenf bezi metastazi bezin kapsulunin disina ¢ikmistir;
fakat boyu 2 ecm'den kuguktur
pPNsoiv : Lenf bezindeki metastazin boyutu 2 cm veya daha
blyiktur
pNz :  Ayni taraftaki metastazli lenf bezleri birbirlerine ya da etraf dokulara
vapisiktir.
pN; :  Ayni taraftaki bir ya da daha ¢ok mammaria interna lenf bezlerine

) metastaz vardir,
Olctr en buyuk boyuta gére verilir
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:'2_1.6.‘ Erkeklerde Meme Kanseri
Her 100 meme karsinomiarindan biri erkeklerde olugmaktadir

:'Erkeklerde en sk invaziv duktal karsinom izienmekiedir Ve bu tip
karsinomda siklikla 2 ve 3. evrelerde karsimiza ¢ikmaktadir. Papiller

karsinomlarda erkeklerde siklikia izlenmektedir ancak erkek meme dokusu
yapisinda lobuler yapi yani asiniller olmadigindan lobuler karsinomiar
erkeklerde izlenmemektedir. Genel olarak erkeklerde gelisen meme
karsinomlarinin prognozu kadnlara gore cok daha katudur (23).

2.1.7. Morfoloji

Meme kanseri sol memede saj memeye gére biraz daha sik goérfur
Hastalarin %4-10’unda iki tarafl primer tumarler vardir ya da sonradan ikinci
bir primer tumaor gelisir (21).

Tumérler duktus epitelinden (%90) ya da lobul epitelinden (%10) kdken
alirlar. Basgka bir dzellik belittiimezse "meme kanseri” teriminde duktal kékenli
bir karsinom anlasiir Duktal ve lobiler kanserlerin her ikisi de ayrica
sinirlayici basal membrant penetre etmeyenler (infiltre olmayan) ve penetre

edenler (infiltre olan) olmak tzere ikiye aynhirlar (21).

Meme karsinomlarinin buytk goguniugu adenokarsinomlardir ve ¢ogu
morfolojik olarak duktal ya da lobuler olarak simiflandinhiriar. invaziv meme
kanserlerinin - %75'ini invaziv duktal karsinom olusturarak en sik gorllen
malign meme kanseri olarak kargimiza cikmaktadir. invaziv meme kanserleri
icinde lobuler karsinom %10, meduller karsinom %5 oraninda géruldr.
Digerlerine gore daha lyi prognozu olan tubuler (ya da cribriform) tumor
misindz (ya da kolloid ) tumor ve papiller karsinomiarin tumu invaziv meme
karsinomlarinin %5'ini olustururlar. Kalan diger tumorler ise %5'lik bir kismini
olustururlar (21). Memenin benign ve malign tumérleri Tablo 24'de
verilmistir,
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:.4. Memenin benign ve malign tumdrierinin histolojik siniflandirimasi (Dnya Saglik
Orglitl (WHO)) (21)

MEMENIN BENIGN TUMORLERI
Fibroadenom

:;F'ilioides timor

-:.'i'ii.'traduktal papillomdan olugur (23).

) MALIGN EPITELYAL MEME TUMORLERININ HISTOLOJIK SINIFLAMASI
\ ‘invaziv oimayan
intraduktal karsinom (komedokarsinom)
Lobller karsinoma in situ
infiltre olan (invaziv) duktal karsinom
invaziv duktal karsinom
Predominant invaziv komponentli invaziv duktal karsinom
invaziv lobuler karsinom
Meduller karsinom
Kolloid {misin®z) karsinom
Papiller karsinom
Adenoid sistik karsinom
Sekratuar (juvenil) karsinom
Apokrin karsinom
Metaplastik karsinom
Digerleri
C. Paget hastalig

2.1.8. Meme Kanserinde Tedavi
A) Cerrahi girigim:

e Halsted Radikal Mastektomi: Uzun yillar boyunca meme kanserinin
tedavisinde bu yéntemin en etkili yontem oldugu dusuntimistir.
Halsted radikal mastektomi erken evrelerde tum meme dokusu
altindaki major ve minor pektoral kaslan ve rejyonel lenf nodiarinin
cerrahi yontemlerle alinmasi seklinde uygulanmistir  Oldukega etkili
olan bu ybéntem kozmetik ve fonksiyonel bozukluklara neden olmasi
nedeniyle pektoral kaslar infiltre etmis meme tumérlerindeki kullanimi
disinda glinumuizde artik kuilanimamaktadir (23,32,33,34).

14




'« Modifiye Radikal Mastektomi: Evre 1 ve 2’'deki erken evreli meme
: kanseri olgularinda hem kozmetik hem de fonksiyonel bozulmanin
Halsted radikal mastektomiye gére daha az oldugu bu ydntemde bu
olgularin hayatta kalma sureleri de oldukga uzundur. Halsted
yonteminden farkll olarak pektoral kaslar korunur ve sadece meme
dokusundan tumér dokusu ve ¢evre normal doku ¢ikartlir. Beraberinde
rekUrenslerin  énlenmesi amaciyla radyoterapi mutlaka uygulanir.
Pektoral kaslarin korunmast ilerde yapian memenin rekonstruktif
operasyonlarinda buylk avantajlar saglamaktadir (13,19,33,35,36,37).

Overektomi: Hormonal etkenlere bagh olarak gelisen meme
kanserlerinde overlerin alinarak Ostrojen duzeyini azaltmayi
amagclayan bu yontem de artik yerini, gonotropin releasing hormon
analoglari ile oversupresyon tedavilerine birakmistir (23).

Lenf nodu disseksiyonu: Mastektomi ameliyatlan ile birlikte aksiller lenf
nodlarinin  disseksiyonu sikhkla yapilan bir islemdir. Lenf nodu
disseksiyonu terapatik amactan ¢ok diagnostik amach yapiimaktadir.
Cikarilan lenf nodlarinin histopatolojik incelemeleri ile kanserin evresi
belirlenmeye calisiir. Lenf nodu disseksiyonu uygulanmadi§i taktirde
ozellikle aksiler lenf nodlarl basta olmak tzere rejyonel lenf nodlarinda
radyoterapi uygulamak gerekir (21,23,32).

B) Radyoterapi: Tekrarlama ihtimali olan tum meme kanseri tedavilerinde ya
da sonrasinda kullanilir. Tedavi sonrasi radyoterapi uygulanmamis meme
kanserli hastalarda 5-10 yil iginde tekrarlama orani %35 iken radyoterapi
uygulanmis hastalarda bu oran %15'dir. Mastektomi sonrasi tum gogus
kafesine uygulanan radyoterapinin lokal ve rejyonel reklrensleri azaitigi
bilinmektedir (14,19,20,23).

C) Adjuvan terapi: Kemoterapi ya da endokrin terapinin lokal terapi
sonrasinda ya da adjuvan olarak uygulanmasi tim hasta gruplarinda yasam
strelerini uzatip  kanserin  yeniden  tekrarlanmasi  geciktirecektir
(13,21,30,38,39).

e Kemoterapi:Tumér Uzerinde Ostrojen reseptdrierinin negatif oldugu
meme kanserlerinde tercih edilirler. Kemoterapinin farkli uygulanim
sekilleri vardir. Meme kanserinde kullanilan ilaglar etkinlikleriyle birlikte
Tablo 2 5. °de belirtilmistir

a) Preoperatif kemoterapi: Lokal operatif terapi oncesinde tumorun
boyutunu kuclltmek ve kanlanmasini azaltmak amactyla kemoterapi
uygulanabilmektedir. 5-fluro-urasil, Epirubicin ve Cisplatin gibi ilaglarin
operasyon dncesi tumérde regresyon yapabilecekleri gosterilmigtir
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b) Perioperatif Kemoterapi: Ameliyatla birlikte 0-72 saat iginde poli-
kemoterapi uygulanimi ameliyattan 24-35 gin sonra baslatilmis kemoterapi
olgulari ile kargilastiridiginda perioperatif kemoterapi uygulamanin énemli
faydalar olabilecedi gosterilmistir.

c) Postoperatif kemoterapi: Lokal terapi sonrasi uygulanan kemoterapi
ydntemi eski bir yontem olup hastaliin kontrolunde ve hastanin yagam
siresini arttirmada buiyuk basariar sadlamistir Bu tedavi ydénteminde en ¢ok
kullanilan ilag kombinasyonu Siklofosfamit metotreksat ve 5-fluro-urasil
(CMF) ve Siklofosfaamid, Doxorubicin ve 5-fluro-urasildir (CAF)
(13,21,30,38,39)

Cok cesitli kemoterapatik ilag vardir ve bu ilaglann etkinlikleri ve
sitotoksisiteleri birbirinden ¢ok farklidir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan
ilaglardan baziarinin etkinliklerine gore bazilari Tablo 2 5 'de belirtilmistir.

o Endokrin terapi (Hormonal terapi): Endokrin terapinin verildigi hastalik
dzellikleri sunlardir:
-Ostrojen ya da progesteronlarin reseptérune sahip timorler,
-En az iki yil devam eden serbest intervalli kanserler,
-Kemige ve yumusak dokuya sinirli metastaz olmasi,
-Geg¢ premenopozal ya da postmenopozal olgular,
-Daha 8nceden endokrin terapiye olumlu yanit vermis olan olgular.

Endokrin terapide kullantlan yeni ilaglar arasinda LHRH agonistleri, anti
dstrojenler, anti progestinler ve aromataz inhibitérleri vardir (21,23,30,38).

« Kemoendokrin terapi: Kemoterapi ve endokrin terapinin kombinasyonu
ile daha basanh sonuclar elde edilebilecegine ydnelik bir cok calisma
ve yayin vardir. En etkili kombinasyon ise kemoterapotiklerden bir ilag
ile tamoksifendir (23). '
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(14)

Tablo 2.5. Etkinliklerine gére meme kanseri tedavisinde kulianilan ilaglarin simiflandiriimasi

Cok aktif olanlar

(>%50

Orta derecede akiif olaniar

Zayif aktif olanlar

cevap orant) (%20 den %50ye varan | (%20 cevap orani)
cevap orani)
Docetaxel Cisplatin Actinomycin
“ | Doxorubicin Cyclophosphamide Amonifide
| Epirubicin Esorubicin Amsacrine
Paclitaxel Estramustine Bisantrene
Vinorelbine 5-Fluorouracil Carboplatin
ifosfamide Carmustine (BCNU)
Losoxantrone Chlorambucil
Methotrexate CPT-11
Mitomycin-C Cytarabine
Mitoxantrone Dacarbazine
Pirarubicin Elliptinium
Prednimustine Etoposide
Thiotepa Vinblastine Fenretinine
Vincristine Floxuridine
Gemcitibine
Hexamethylmelamine
Hydroxyurea
idarubicin
Lomustine (CCNU)
Lonidamine
Melphalan
Menogaril
6-Mercaptopurine
Miltefosine
Mithramycin
Mitolacto!
Nitrogen mustard
Vindestine

Yeni ve umut verici ilaglar arasinda ise

Taksol
Taksoter
Navebine
Topotecan
Amonafide
Suramin

Lipozomal Doxorubicin yer almaktadir (13,14,19,21,30).
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2.2. Reaktif Oksijen Tirleri

Molekuler oksijen (O,) temel olarak solunum igin gerekli bir elementtir.
Molekuler oksijen, bir yandan hicrelerin ihtiyaci olan enerjiyi saglarken diger
yandan da hucresel bilesiklere ciddi hasarlar verir (40).

Molekuler oksijen, serbest radikal olusturan reaksiyonlarla, stperoksit
anyonu (Oz7), hidroksil radikali (OH ), hidrojen peroksit (H,0;), singlet oksijen
('0,) gibi oldukca reaktif oksijen turlerine dénusur. Metabolik ara Grin olarak
yUksek reaktif oksijen turlerinin olusmasi aerobik yasamin evrimsel bir
sonucu olarak degerlendirilebilir Cunku oksien yapisal dongusu, tek
degerlikli yolaklar icermektedir (41).

y 0,5 0,7 S H,0, S 0H S H,0 (39).

Reaktif oksijen turleri Gretimi birgok hiicresel fonksiyon igin elzemdir.
Ornegin fagositlerce bakterilerin oldurtilmesi esnasinda O, radikallerinden
faydalanilir. Ancak reaktif oksijen tUrlerinin bir yandan bizim aerobik
sistemlerimiz igin elzem olmasi, dier yandan da yaslanip yavas yavas élume
gidisimize katkida bulunmas! paradoksal bir durumdur. Siperoksit anyonlari
gibi toksik oksijen turlerinin DNA'ya zarar verdikleri, enzimleri inaktive
ettikleri, hormonlan okside ettikleri, membranlar parcaladikiar ve ¢esitli tipte
hiucreleri 6ldurdukieri goésterilmistir  Aslinda birgok kanit serbest radikal
reaksiyonlarinin hiicresel yikilma ve yasglanma ile sonuglanan dejeneratif
slreclerin baslica nedenleri ve destekleyicileri olduklarnm géstermektedir
(41) Baz reaktif oksijen turlerinin karakteristikleri Tablo 2.6 ’de gosterilmigtir
(42).

2.2.1. Siiperoksit Anyon Radikali (O;7)
Superoksit anyon radikali reaktif oksijen turleri i¢inde en iyi bilinen
radikaldir (42) O,, dis orbitalinde eslesmemis iki elektron iceren ve bu sekli

ile zararli etkisi olmayan bir molekuldir (43,44,45) Bu molekuldeki n 2p
orbitallerden birinin herhangi bir sekilde elektron almasi ile superoksit radikali
(02) olusur (48).

O, +e » Oy

Her iki orbitali de elektron alirsa yine bir serbest radikal olan peroksil
anyonu (0% ") olusur (43,44,45). Fizyolojik kosullarda oksijenin yaklagik %2’si
mitokondrilerde tam rediiksiyona ugramaz ve son reaksiyon drini olarak
serbest radikallerin olusumu ile sonuglanir (40).

Superoksit anyon radikalinin kimyasal dzellikleri kendisinin ¢dzundigu
ortama bagli olarak ¢ok degisir. Akdz bir solusyonda O,", askorbik asid ve
tiyol gibi molekulleri okside edebilen zayif bir oksitleyici ajandir Oysa O3,
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gok daha kuvvetli bir oksitleyici ajandir ve sitokrom ¢ ve ferrik EDTA gibi
cesitli demir komplekslerini indirgeyebilir  Superoksit anyonu akoz
solusyonlarda, iginde H,O, ve oksijenin de olustugu dismutasyon

reaksiyonlariyla hizla kaybolur (46).

Tablo 2.6. Baz reaktif cksijen turevlerinin karakteristikleri (42)

Radikal Kimyasal | Yar Ozellikieri
sembolu | émrii

Slperoksit | Oy 10° | lyi bir rediktan, zayif bir oksidandir.

anyonu

Hidroksil OH 10®° | Elektron alip verme ve transfer reaksiyon-

radikali larinda ¢ok aktif, difuzyon mesafesi
kisadir.

Hidroperoksil | HO, 10% | Superoksit anyon radikaline gére daha

radikali hidrofobik ve daha guclu bir oksitleyicidir,
membran lipidlerinde lipid peroksidasyo-
nuna neden olabilir.

Peroksil ROO 107 | Hidroksil radikaline gére diisiik okside

radikali edebilme yetenedi vardir, fakat gok daha

ylksek difuzyon oranina sahiptir

Alkoksi RO 10° | ROO' ve OH arasinda araci olarak
radikali lipidlerle etkilesebilme guclne sahiptir.
Hidrojen H,O, 10- Organik substrat ife diigtk oranda

peroksit 100 | etkilesme ile oksidan etki gésterir ve hucre

membranlarina yliksek penetrasyon
kabiliyeti vardir.

Singlet - '0, 10° | Gugli oksidandir
oksijen
Molekiler o) >10% | Zayif oksidandir
oksijen

Superoksit anyonu elektron fazlasini bir baska elektron alicisina vererek
tekrar molekiler oksijene oksitlenebilir Ya da 6nceden bahsedildigi gibi bir
elekiron daha alarak peroksil anyonunu (0% ") olusturur, bu da ortamdan iki
proton alarak (H") hidrojen peroksit (H,0,) olusumuna neden olur (43,44 ,45).

Oy » O+ e
O, +g —— 0% +2H" »H,0,

Oksijenin metabolizmasi esnasinda ilk olugan serbest radikal olan
stperoksit anyonundan (O.7), hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit
(H.0,), hidroperoksitter (HO,)} gibi diger zararli oksiien metabolizmast
urinleri olusur Superoksit anyonu hucre membranlarindan, muhtemelen iyon
kanallarini  kullanarak ¢ok az ¢ikiyor olsa da, membranlar kolayca
gecemedigi igin zararli etkisi oldukga dustk dizeyde bir radikaldir
Cogunlukla reduktiftir ve H,O2 kaynagi olarak gérev yapar (43).
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Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi bir O, *nin oksijene oksidasyonunu,
bagka bir O, "nin de H,O;'ye oksidasyonunu katalizleyerek O; " ni uzaklastirir.
Bu olaya dismutasyon ad verilir (45)

SOD
O, + O™+ 2HF » H,0,+ 05

Superoksit dismutaz enziminin yoklugunda reaksiyon nonenzimatik
olarak meydana gelir fakat yaklasik olarak 10* kat daha yavastir (45).

O+ O 7+ 2H* » HO0:+ 0,

Superoksit radikalinin her iki sekilde de H,O.'ye dénmesinin diginda,
ayrica superoksit radikali ile H;O,, Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen bir
reaksiyon ile daha potent bir radikal olan OH radikalini olusturur (42,43)

O+ H,0p —— O3+ H0 + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

2.2.2. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali son derece kisa olan yari émru nedeniyle biyolojik
sistemdeki en glgclu oksidandir Organizmadaki tum maddelerle reaksiyona
giren en reaktif oksijen turlerinden biridir Hidroksil radikali DNA zincirinin
kinimasindan, lipid peroksidasyonunun baslamasindan, protein
modifikasyonundan sorumludur (40,45) Bu radikal ilk olarak 1934 yilinda
Haber ve Weiss adli arastirmacilarin gdsterdikleri, kendi adlart ile anilan,
reaksiyon ile ortaya konmustur (47).

Hidroksil radikali htcrede cesitli yollarla oluguyor ise de, yaygin olarak iki
dénemli biyolojik kaynagdr vardir.

H2Oz'nin, ortamdaki iki degerlikli demir (Fe*') katalizorlugiinde Fenton
reaksiyonu ile ayrigmasindan olusur (45)

Fe** + Hy0, ———— Fe?* + OH + OH" (Fenton Reaksiyonu)
Haber-Weiss tepkimeleri dnemli bir hidroksil radikali olusum tepkimesidir.
02"+ HyOp ——— > O+ H20 + OH  (Haber Weiss Reaksiyonu)

Hidroksil radikali, bakir gibi gegis metal iyonlarinin redikte formlarinin
H.O; ile temas! sonucunda da olusabilmektedir (45).
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Cu* + H0, ———» Cu®" + OH + OH

Radyasyon sudaki oksijen hidrojen baglarindan birinin kinlmasi igin
hidrojenden ve oksijenden birer elektron ayrilir. Bdylece iki radikal ortaya
cikar (42).

H-O-H ———> H + OH

2.2.3. Hidroperoksil radikali { HO,)

05 "nin protonlanmis formudur. O, ’den hem daha glgcll bir oksidan,
hem de daha guclu bir reduktan maddedir, fakat bu radikalin pKa degeri 4.7-
4 8 civarinda oldudu icin, pH 7 4'te ¢ok az bulunur (46).

2.2.4. Hidrojen peroksit (H2O3)

Hidrojen peroksitin (H20,) eslesmemis elektronu yokiur ve bir serbest
radikal olarak nitelendirilmez (45). Stperoksit Ureten her sistem dismutasyon
reaksiyonunun bir sonucu olarak ayni zamanda HO,'de Uretir Hidrojen
peroksit Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D amino asit oksidaz gibi bir ¢ok
enzimin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda oksijene iki elektron transfer
edilmesi ile de olusur (46)

Hidrojen peroksit oksijen metabolizmasi esnasinda olugsan bir ara
urindur. Genellikle tek basina organik molekilieri okside etmek icin yeteri
kadar bir reaktivitesi olmasa da, biyolojik olarak &nemli bir oksidandir
Siperoksit anyonuna nazaran, biyolojik membranlardan, disuk elektriksel
yliki ve non iyonize ozelliklerinden dolayt daha kolay gecgebimesi
(mitokondriyal H;0, sizmasinda oldugu gibi) ve direkt kendisinin
sitotoksisitesinden ziyade OH radikalleri gibi daha reaktif radikallerin
uretimine katkida bulunmasindan dolay dnemli bir oksijen metabolizmasi ara
urunodur (43,48).

Hidrojen peroksitin redoks o¢zellikleri ve gecgis metal iyonlar varlijinda
yuksek reaktif oksijen turleri olusturma kabiliyeti, kendisine kargi viicut
savunma mekanizmalarinin geligtiriimesine yol agmistir. Istenmeyen H,0y'in
uzaklastinimasi katalaz, selenyum bagimii glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
dijer bazi enzimlerin aktiviteleri ile saglanir (49,50).

2.2.5. Singlet oksijen ('0,)
Bir baska reaktif oksijen turli olan fakat radikal olarak kabul edilmeyen
singlet oksijen, normal oksijene gore biyolojik molekullerle daha hizli

reaksiyona girmesini saglayan elektronik dizenlemeye maruz kalmis bir
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oksijen formudur Ornegin singlet oksijen lipid peroksitlerini olusturmak Uzere
membran lipidlerinin  yad asit zincirleriyle dogrudan reaksiyona
girebilmektedir. Singlet oksijen, bazi pigmentlerin 1s1§a maruz kaimasi ile
olusabilmektedir Isik, pigment tarafindan absorbe edilir ve pigment daha
yiksek bir elektronik uyarim dizeyine ulasir. Bu yuksek enerji oksijene
aktarilir ve sonugcta singlet oksijen olusur. Bitkilere bulunan baz bilesikler,
bazi kozmetik Grtnleri, bazi ilaclar (tetrasiklinler vb) isik varhiginda singlet
oksijen olusumuna neden olabilmektedirler (51).

2.2.6. Ozon (O3)

Ozon havay! kirleten ve insanlarda akut ve kronik maruziyeti sonrasi
insan sagligina cesitli etkileri olan bir maddedir. Ozon biyolojik etkisini hedef
molekullerle dogrudan reaksiyona girerek ya da poliansatire serbest yag
asitlerinin peroksidasyonu ve protein, amin ve tiyollerin oksidasyonu ile
olusan serbest radikaller aracii§ ile gergeklestiren guclu bir oksidandir.
Ozon indirgenmesi boyunca olugan hidroksil radikalleri baz hasarlart ve zincir
kiriklarina neden olarak DNA'ya ciddi zararlar verebilirler (52).

Jorge ve arkadaslari yapmig olduklar calismada ozon tarafindan
olusturulan DNA hasarinin ylksek oranda mutajenik olup DNA uzerinde G:C
baz ciftlerinde baz degigimlerine neden oldugunu bulmuslardir.  Ayrica
Kanofsky ve Sima, ozonun bazi biyolojk molekullerle reaksiyona girmesi
sonunda singlet oksijenin olugabildigini bulmuglardir (33).

2.2,7. Hipoklordz Asit (HOCI)

Notrofillerin konak savunmasinda ¢ok énemli rolleri vardir Notrofiller
mikroorganizmalari 2 mekanizma ile Sldururler. Bu mekanizmalardan birisi
oksijen bagiml iken digeri oksijenden bagmsizdir. Oksijen bagiml
mekanizmada notrofillerin bakteriosidal Urtinleri arasinda stiperoksit anyon ve
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen turieri oldugu kadar H,O. gibi radikal
olmayan molekiillerde yer alir. Bu Urtinler solunumsal patlama olarak bilinen
bir seri karmasik reaksiyonlar sonucu Uretilirler. Superoksit anyonu H20'e ya
kendiliginden ya da superoksit dismutaz enzimi araciiiyla donustr
Superoksit anyonunun HyO. ile reaksiyona girmesi sonucu glglu  bir
bakterisidal olan hidroksil radikali olugur. H;Oznin  klor (Cl) ile
miyeloperoksidaz tarafindan katalizienen bir tepkimeye girmesi sonucunda
ise oldukca toksik olan HOC! olusur (54).

H,O, + CI'+ HY —— HOCI + HO

2.2.8. Nitrojen Oksitleri

Nitrik oksit ( NO) cesitli huicrelerce salinan biyolojik bir mediatérdar (55)
Nitrik oksit yar émru gok kisa olan (3-5 sn) fakat g¢ok fazla biyolojik
fonksiyonlar olan bir molekuldur. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit ( NO2) tek

22




sayida elekron igerirler, bu nedenle serbest radikaldirler. Zehirli bir gaz olan
'NO, gucli bir okside edici ajandir. In vivo ortamda salinan "NO, nitrit (NOy)
veya nitrata (NO3) otookside olabilir. Nitrojen dioksit ise zayif redikte
edicidir. Nitrik oksit endotel kékenli vazodilatér faktorle aynt maddedir (48).
Nitrik oksitin siperoksit iyonlar ile reaksiyonu  protein moleklilering
saldirabilen gliclii oksidan bir ajan ofan peroksinitrit (ONOQO") olugumu ile
sonuclanir (55)

NO+ O;° » ONOO"

Pekcok biyolojik molekulu zedeleyebilir ve asit pH'da, kliguk miktarlarda
hidroksil radikali salivererek dekompoze olabilir (48).

ONOO + H" —— & OH + NO»

ONQO”in proteinler uzerine olan etkisinin major GUrinu tirozin
rezidulerinin orto pozisyonlarina nitro grubu eklenerek olusmus olan
Nitrotirozin (NT)'dir ONQO' proteinler Uzerine tiyol rezidl oksidasyonlarini da
iceren farkli kimyasal modifikasyonlara da neden olabilir (33).

2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicrelere Etkisi

Serbest radikallerin hucre yapi ve fonksiyonlarina zararll etkileri oldugu
bilinen bir gercektir. Lipidier, proteinler, karbohidratlar, nukleik asitler serbest
radikaller icin hedef teskil eden yapilardir (55).

2.3.1. Reaktif Oksijen Ttirlerinin Lipidlere Olan Etkileri

Lipid peroksidasyonu artmis membran rijiditesi, aterosklerozis,
karsinojenezis ve miyokard enfarktiisii gibi patolojik olaylarla iligkili karmagik
bir slrectir (56). Poliansature yad asitlerinin oksidatif yikim: olan lipid
peroksidasyonu yag asid-hidroperoksitleri ve sekonder Urunlerden olan
aldehit bilesimlerinin olusumu ile sonuglanan otokatalitik kontrolstz  bir
reaksiyondur  Hayvan hucre membranlant  ve lipoproteinier  lipid
peroksidasyonuna duyarlidirlar. Cunki yapilarinda linoleik asit (18:2),
arasidonik asit (20:4) ve docosa hekzanoik asit (22:6) vardir ve bu yaptlarin
lipid peroksidasyonuna hassasiyetleri yapilanindaki ¢ift bag sayisi arttikca
yukselir (57).

Serbest radikaller cesitli substratlar ile kimyasal reaksiyonlara girerler
Bu reaksiyon baglama, cogalma ve sonlanma seklinde ug basamakta
gercgeklesir (58).
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2.3.1.1. Basglangic basamagi

Lipid peroksidasyonu serbest yag asidinden (LH) lipid radikali olusfurmak
uzere (L), (H) atomunun kopariimastyla baslamaktadir (Sekil 2.1) Bu
reaksiyona baslangic reaksiyonu denir. Hidroksil radikali, peroksil
radikallerinin cogu (ROO) ve alkoksil radikallerinin cogu poliansature serbest
yag asitlerini okside edebilme yetegdine sahipken stperoksit radikalleri bu
yetenege sahip degildir.

Mevcut peroksidasyon reaksiyonunun in vivo ortamda hangi ajan
tarafindan gergeklestirilmis olabilecegini kesin olarak bimek imkansizdir. Bu
baslangi¢ reaksiyonunun arund, hizla konjuge dien yapisi olusturabilen yag
asit radikalidir Yag asit radikaline oksijenin cok hizli eklenmesi sonucunda
lipid peroksil radikali (LOO) olusur (57,59,60).

2.3.1.2. Cogalma basamagi
Olugmus olan bu lipid peroksil radikali komsu yag asitleri ile etkilesime
girerek yeni bir oksidasyon zincirine neden olabilmektedir Bu reaksiyon
sonucunda lipid peroksil radikali (LOO) lipid hidroperoksite dénusgurken
hidrojen atomunu kaybetmis poliansature yag asidi ise yeni bir ya§ asid
radikaline dénusur (57,59,60)

Olusan peroksi! radikali, diger bir peroksil radikali ile birlesebilir ya da
membran proteinleri ile etkilesebilir Fakat en énemlisi peroksil radikallerinin
membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini ¢ikarabilmeleri ve
peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Peroksidasyon bir kere
bagladiktan sonra otokatalitik olarak yayllabilmekte ve yuzlerce yag asidi
zinciri lipid hidroperoksitlerine cevrilebilmektedir (61,62),

Lipid hidroperoksitier iki sebepten dolay 6nemlidir

-Bu reaksiyon sonucunda lipid peroksidasyonunu tetikleyen radikaller (LO’,
LOQ" gibi) olusur.

-Bu reaksiyon sonucunda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitier (6rn.
Malonildialdehit=MDA gibi) gibi radikal olmayan urtnler olusur (57). Ornegdin
MDA, membran komponentlerinin  polimerizasyonuna Ve gapraz
baglanmalarina neden olmakta ve deformabilite, iyon transportu, enzim
aktivitesi gibi i¢ membranin bazi szelliklerini degistirmektedir. Ayrica difflize
olabildiginden, DNA'nin nitrojen bazlan ile reaksiyona girerek, mutajenik ve
karsinojenik etki gosterebiimektedir (61 62,63,64).

2.3.1.3. Sonlanma R
Lipid hidroperoksitleri demir ve bakir iyonlan gibi gegis ~ metallert -
varliginda unstabildirler ve bu metallerle girdikleri reksiyon sonucun_da_-,l_i[?i_q-_____
alkoksil radikallerine ve lipid peroksil radikalierine dontgurler. Bu-___iyo_'n_l_a_rl__r_li;_-_'-
fosfat esterleri ile olusturdugu basit selatlari (Fe?*-ADP), hem, hemoglobin ve. -
myoglobini de igeren bazl demir proteinleri, lipid peroksitl_eri_m'-‘_.b_o’_z_ar
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peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozulma reaksiyonlannin
irunleri pentan, etan gibi hidrokarbon gazlar, ROOH, RCOOH, ROH ve
RCHO gruplari igeren kisa zincirli yag asitleridir (57,61,63).

 Lipid Peroksidasyonunun Uriinu Olarak Malondialdehid (MDA)

Peroksidasyon sonucu clusan kisa zincirli triinler de peroksidasyona
ugramis membran ya da hucrenin herhangi bir alaninda bir takim etkilerde
bulunabilirler. MDA iki amin grubuyla schifft baz olusturmak igin etkinlik
~gosterebilen bifonksiyonal aldehittir

R-NH» + O=CH-CH,-CH=0 + H;N-R;y — R-N=CH-CH=CH-NH-R; + 2H;0
MDA Schiff baz

Bu sekilde proteinlerin gapraz baglanmalarn sonucunda enzimler inaktive
olur ve seroid, lipofusin gibi yaslilik pigmenti olarak bilinen yiksek molekit
agirhikl agregatlar olugur (65). MDA ayrica fosfatidil etanol aminin amino
grubu ile bir bagka fosfatidil etanol amin grubunu, fosfatidil serini ya da
proteini baglayabilir ve bu sekilde membran yapisini tahrip edebilir (65). Ek
olarak MDA, DNA ile reaksiyona girerek floresan Grinler olugsumuna neden
olabilir. MDA'nin biyolojik molektllerle ¢apraz baglar kurarak olusturdugu
schifft baz floresan UGrunler lipid peroksidasyonunun belirlenmesi ve
deg@erlendirilmesi icin bir dlgut olarak siklikla kullaniimistir. Farkli floresan
bilesimlerde lipid peroksidasyonu esnasinda gelisebilir ya da DNA, MDA
disinda farkl peroksidasyon tirunleriyle de floresan agregatiar olugturabilirler.
MDA primer aminlerle de 1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboaldehit olugturmak
lizere reaksiyona girebilir (65).
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Sekil 2.1. Lipid peroksidasyonu (50)

2.3.2. Proteinlere Olan Etkileri

Reaktif oksijen turleri direkt ya da indirekt olarak proteinlerde hasar
olusturabilirler (66). Serbest radikallerin DNA, protein, lipid gibi bir¢ok
hiicresel bileseni tahrip edebilme kapasitesine sahip olduklari bilinmektedir.
In vivo ortamda oksidatif stres durumlarinda DNA ve protein hasarlar lipid
hasarlarindan ¢ok daha énemilidir (55}

Proteinlerin in vivo oksidatif modifikasyonlart hlcresel birgok
fonksiyonlari etkileyebilir Bu modifikasyonlar reseptérlerin igleyisine, sinyal
transdiksiyon mekanizmasina, transport sistemlerine ve enzimlere zarar
verebilir (55).

Bunlarin disindan sekonder olarak diger biyomoleklller de zarar
goérebilir ~ Ornegin  DNA  tamir  enzimlerinin  inaktivasyonu, DNA
replikasyonunda DNA polimeraz enzim fonksiyon bozuklukfari, otoimmun
reaksiyonlara neden olan yeni antijenlerin olugumu gibi (565,67,68).

Oksijen ve nitrojen radikallerin (ROS/RNS) proteinler Gizerindeki etkisine
bagli gelisen kimyasal reaksiyoniar kompleks olup, daha henuz
tamamlanmamis birgok wdruntn olusmasina neden olurlar. Proteinler
uzerindeki oksidatif hasari protein karbonillerindeki (PCO) artis ile protein
tiyollerindeki (PSH) azalis en iyi yansitmaktadir. Proteinler Uzerine olan ROS
ataklari sonucu histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi bircok aminoasit zarar
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gorebilir. Bu aminoasitierden birkacina ya da proteinlerin peptid yapilarinda
olugan hasar sonucu PCO urunleri olusabilir (69).

Reaktif oksijen turlerinin olusum mekanizmalarindan biri metallerle
katalizlenen oksidasyon reaksiyonlaridir. Uygun bir elektron vericisi
varliginda (NADH, NADPH, askorbat) metallerie olan bu reaksiyonlar H,0,
olugturma ve hem superoksﬂ bagimli hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla
Fe’* ve Cu®"yi indirgeyebime yetenegindedirter. Bu reaksiyonlarla olugan
- Fe** ve Cu™in proteinler Lizerindeki metal baglayici kisimlara baglanmasi,
OH olugsumuna yol acar Bu hidroksil radikalleri metal baglayici amino
asitlere ¢zellikle saldinr. Oksidatif olarak modifiye olmus proteinler
proteolitik yikim i¢in hedeftirler; ancak, bazi okside protein formiari sadece
proteolize direngli olmayip ayni zamanda diger proteinlerin okside formlarinin
yikimini sadlayacak proteazlar da inhibe edebilme yetenegindedir (66)

2.3.3. Karbohidratlara Etkileri

Calismalar, alfa-hidroksialdehit yapiya sahip karbohidratlarin metal
iyonlarinin varhginda radikallerin etkisi ile ketoaldehitlere dénustuguni
géstermigtir Ayrica bir hidroksil radikal temizleyicisi glukozun da dahil oldugu
bir ¢ok monosakkaridin hizli bir sekilde otooksidasyona ugradigini
gdstermistir (70)

2.3.4. Niikleik Asitlere Olan Etkileri

Memeli hiicrelerinde oksidatif stres ile sikiikla DNA zincir kirilmalari olur.
Bu durum NAD"yi parcalayarak ADP riboz ureten poly (ADP-riboz) sentetaz
enziminin aktivasyonuna neden olur. Poly (ADP-riboz) sentetaz enziminin
asin aktivasyonu hucresel NAD" konsantrasyonlarinda blyiik dismelere ve
ATP sentez inhibisyonlarina neden olur (51).

Oksidatif stres endoplazmik retikulum ve mitokondrideki serbest
kalsiyum (Ca®'yu baglayan enzimleri inaktive ederek ve plazma
membraninda Ca®"u hucreden disarl atan transport sistemlerine zarar
vererek hiicre ici serbest Ca®* diizeyinde artislara neden olabilmektedir. Eger
hicre igi serbest kasiyum duzeyl fazla artarsa, hiicre iskeletini pargalayabilen
proteazlar aktive olabilir. Ca®* ayrica DNA zincir kiriklarina neden olan
endoniikleaz aktivasyonlarina da neden olabilir (51)

2.4. Antioksidanlar

Antioksidan, ortamda cok dusik konsantrasyonda bulundugu halde
okside edebilen bir substratla karsilastiinda, substratin okside olmasini
belirgin bir sekiide geciktiren ve 6nleyen madde anlamina gelmektedir Canli
sistemlerindeki antioksidanlar Tablo 2.7 'da gdsterilmistir (42).




2.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksid dismutaz, superoksit radikalinin eliminasyonundan sorumlu

kritik bir enzim ve aerobik hiicrelerde anahtar

bir antioksidandir (71).

Superoksid dismutaz, O2" nin 0, ve Hy0, ‘e dismutasyonunu katalizieyerek

oksidatif strese karsi koruma saglar (72)

SOD

QO; +07 + 2H" — O+ H,02

Okaryotlarda 2 tip superoksit dismutaz vardir; biri sitoplazma ve
mitokondriada bulunan Cu,Zn-SOD digeri ise mitokondriada bulunan Mn-
SOD'dur. Primatlarda Mn-SOD ayni zamanda sitoplazmada da bulunur (73).

Tablo 2.7. Canli sistemlerdeki antioksidanlar (42)

Kataiaz Peroksizomlar
Glutatyon peroksidaz Sitoplazma, mitokondriya

Sitoplazma, dig mitokondriyal
membran, endoptazmik

Glutatyon fransferaz

retikulum
Ferritin Sitoplazma
Transferrin Ekstraseluler critam
Laktoferrin Ekstraselliler ortam

Seruloplazmin Ekstraseliiler ortam

Albumin Ekstraselller ortam

Antioksidanlar Lokasyon Fonksiyen
Cu,Zn-SOD Eritrositier, sitoplazma O,"yi etkisiz hale getirir
Mn-SOD Mitokondriya O, "yi etkisiz hale getirir
Ekstraseliiler SOD Kan plazmas, vaskiler sistem Oy yi etkisiz hale getirir.

H,0,'yi etkisiz hale getirir
H,0, ve lipoperoksitleri
degrade eder

Fe iyonlarina gelasyon yapar
Fe iyonlarina selasyon yapar
Fe iyoniarina selasyon yapar
Cu iyonlarina selasyon, Fe
iyonlarina oksidasyonu ve
0,1 ise etkisiz hale getirir
Cu iyonianna selasyon

yapar. OH, LOO, HOCIyi
etkisiz hale getirir

Diisiik Molekiler Agirlikhi Bilesikler

Vitamin E Hicre membranlar OH:, LOO:, HOCI vsyi etkisiz
hale getirir

Ubiginol Mitokondriyal membranlar OH, LOO, HOCI vs'yi etkisiz
hale getirir

Karotenoidler Hucre membranlar OH, 1.00, HOCI, '0, vs'yi
etkisiz hale gelirir

Vitamin C Sitoplazma OH, O, vsyi etkisiz hale
getirir.

Karnozin Sitoplazma Cesitli ROS'lan etkisiz hale
getirir,

N-asetil sistein Sitoplazma OH, LOO, HOCI, '0, vs'yi
etkisiz hale getirir

Taurin Sitoplazma Hipoklorit nétralizasyonu
yapar.

Glutatyon Sitoplazma, mitokondriya OH, O.'yi etkisiz hale getirir

Urik asit Kan Lipid peroks onler

Bilirubin Kan Lipid peroks. dnler.
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2.4.1.1. Cu ve Zn igeren SOD (Cu,Zn-SOD)

Bu enzimlerin aktif bolgelerinde bakir (Cu?*) ve ginko (Zn™") vardir.
Katalitk siklus esnasinda bakinn degerliginde degisikiikler geligirken
cinkonun daha gok yapisal bir rol oynadigi dusunuimektedir (74), 32000
Daiton (Da) molekul agirhginda bir enzimdir Disilfit koprusu ile baglanmis,
birbirinin ayni olan iki alt initeden olusmustur. Her bir alt Unitede birer adet
Cu?* ve Zn?* icermektedir (75) Enzim aktivitesi igin Cu®" mutlaka gereklidir.
Zn?*nin ise olasilikla enzimin stabilitesini sagladigi, yerine kobalt (Co?"), Civa
(Hg®), ve kadmiyum (Cd”") gegmesi durumunda da enzimin aktivitesini
kaybetmedigi gosterilmistir. Superoksit anyon dismutasyonu Cu®" ile saglanir
(76,77).

Cu,Zn-SOD okaryotik hiicrelerin sitozollerinde, gram negatif bakterilerin
periplazmasinda  bitkilerin plastidierinde ve memelilerin ekstraseluler
araliklarinda bulunur. Bunun yanisira mitokondride de yer almaktadir (74)
Bakir iyonunun O ile reduksiyonu sonucunda bakir imidazol bag kirtlir ve
imidazol protonlanir. Ardindan bakirn yeni bir Oy ile recksidasyonu
esnasinda imidazoldaki protonun Oz'yi HOz'ye cevirmesi ile Cu-imidazol
bag yeniden kurulur Olugan HOz aktif bolgeyi terkedip yeni bir proton ile
birleserek H,Oy'yi olugturur (74).

Cu,Zn-SOD oldukga kararll bir enzimdir, Saflastirimasi esnasinda
kullanilan organik ¢ozlciler (ure ve sodyum dodesil sulfat gibi) ile
aktivitelerini kaybetmedigi gosterilmistir Cu,Zn-SOD siyanid (KCN) (5 mM)
tarafindan tersinir olarak inhibe edilir Siyanidin C atomu, enzimin Cu®*
atomuna baglanarak enzimi inhibe etmektedir H.Q, ise enzimide Cu**yi
redukleyebilir Ancak 10 pyM'Un uzerindeki H,O» konsantrasyonlarinda enzim
irreversible olarak inhibe olmaktadir. In vivo kosullarda stiperoksit radikalinin
kendisi H-O; ile yarisa girerek bu inhibisyonu onlemektedir (78,79).

2.4.1.2. Mn fgceren SOD (Mn-SOD)

Okaryotik hucrelerin mitokondri matrikslerinde ve cesitli bakterilerde
bulunan bir enzimdir. Bakteriyel enzim esit buylklukte iki alt birimden olusur
ve her alt birim bir Mn?* icermektedir. Molekul agirligr 40000 Da civarindadir
(80). E coli'de bulunan Mn-SOD bakterinin anaerobik gelisimi esnasinda gok
nadir olarak uretilir Fakat bakterinin oksijenle temasi sonucu bu enzim
uyarilir. Ayrica intraseliler Oz” retimini arttiran maddeler de bu enzimin
aktivasyonunu arttirirlar (74).

Mitokondriyal enzim ise dért alt birim igeren ve molekul agirhdi 80000 Da
olan bir tetramerdir (80). Enzim kloform, etanol ve %Z2'lik sodyum dodesil
sulfat tarafindan inhibe olur. Siyaniir ise bu tur bir etki gostermez (81).
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2.4.2. Katalaz (KAT)

Katalaz dort sublnitten olusan bir hemoproteindir. Mol basina 4 atom
gram Fe® icerir. Protohem aktif bolgenin temel komponentidir. Fe** igeren
her alt birimde bir protoporfirin X bulunmaktadir. Bu enzim peroksidaz
aktivitesi disinda bir moleki! hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat
olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir. In vivo
kosullarda baskin olan peroksidaz aktivitesidir (70,82).

Subunit agiehd: yaklasik olarak 60 kDa'dir Bu enzimlerin HxO:'ye karsi
Km'ieri milimolar duzeyinde oldugundan dzellikle yuksek
konsantrasyonlardaki H,O-'lere kargi mucadelelerde cok etkilidirler (74).

KATALAZ
H,O, + H,05 » 2HO + O,

Bu fonksiyonu glutatyon peroksidazinkine benzer ancak bu enzimlerin
farkll substrat afiniteleri vardir. Distuk H2O. duzeylerinde aktif olan enzim
GSH-Px iken yuksek H,O. dizeylerinde ise katalaz aktiftir Katalazin
dokudaki dagilimi stperoksit dismutaz gibi genistir. Enzim aktivite duzeyleri
dokular arasinda degisikik gdsterdigi gibi hucrenin kendi iginde dahi
farkliliklar s6z konusudur. Karaciger, bobrek ve kirmizi kan hucrelerinde
yiksek diizeyde katalaz bulunmaktadir Hepatositler igcinde mikrozom ve
sitozolde az da olsa katalaz aktivitesi bulunmasina ragmen katalazin asil
olarak bulundugu yer peroksizom organelidir (45) Memeli katalazi metanol,
etanol, nitrit formik asit gibi ufak molekullere karsi peroksidaz aktivitesi de
gbsterebilmektedir Katalaz sikica baglanmis ve yapisindaki inaktif Fe**
birikimini énleyici gérevi olan NADPH igerir (74).

Enzimin inhibitorleri; asetat, askorbat, azid, siyanid, siyanojenbromid,
2 4-diklorofenol, etanol, florid, formik asit, hidroksilamin, metanol,
monokloramin, ve nitrittir (50)

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Bir ¢ok canl intraseliller sitozol ve mitokondrial matriksde giutatyon
peroksidaz (GSH-Px) igerirler Bu enzim HxO. ve organik hidroperoksitleri
asagidaki gibi redukte eder (45). Memeli hicrelerinde lipid peroksidasyonuna
kargi en etkili savunma redikte glutatyon (GSH) varligina baghdir ve GSH-Px
hucrenin oksidatif hasara karsi korunmasini saglar (69).
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A

GSH-Px
2GSH+H,Qp —— > GSSG +2H,0

GSH-Px
29GSH+ ROOH —— GSSG +H,0+ROH

Selenyum (Se) bagimi GSH-Px, aktivitesi igin Se'ye intiyac duyar. 23
kDa'lik tetramerik bir proteindir. Mol bagina 4 atom Se igermekte ve aktif
boigesinde de selenosistein bulunmaktadir, Enzimin selenolat formu aktiftir.
peroksitieri alkole reduklerken, kendisi selenenik aside oksitienir. Redukte
glutatyonun reaksiyona girmesi ile enzim, selenosulfit sekline donusiir. Ikingi
bir glutatyonun selenosulfite eklenmesi ile glutatyon okside formuna gecer vé
enzim aktif durumuna geri doner Uzun sureli Se eksikligi tum dokularda
GSH-Px aktivitesinin dugmesine yol agar (50,83). Fosfolipid hidroperoksit
GPx (PHG-Px) bir diger selenoproteindir. Molekil aghg 20000 Da’'un
uzerinde olan monomerik bir enzimdir Aktif bélgesinde bir Se atomu
tasimaktadir. Membran bilesiklerinin hidroperoksitlerinin rediiksiyonunda
primer gorev yapan sitozolilk bir enzimdir Fosfolipidlerin hidroperoksit
derivelerini alkol derivelerine redukte eder (84).

Plazmada bulunan GPxin hucre icinde bulunan GPx'ten farkhdir Bu
enzim de Se icermektedir ancak glutatyona olan afinitesi on kat daha azdir.
Cu®. Hg*" ve Zn®" bu enzimi tamamen inhibe eder. Bu enzimin gorevi
ekstraseluler H,Oz'ye kargt koruma ve glutatyon transportund sagiamaktir

(85).

Bunlarin disinda karaciger, iskelet kasi ve renal kortekste yogun olarak
Se bagimsiz GPX bulunmaktadir. Daha kuguk molekul agtrlikli olan bu enzim
bir selenoprotein degildir ve H,0, disinda diger organik hidroperoksitleri
substrat olarak kuilanabiiir. GPx enzimi inhibitérleri; adenozin, adenozin 5'-
tetrafosfat, ADP, AMP, ATP, ca®*, Co, CTP, Hg**, NAD", NADP*, NADPH,
Ni, D-penisillamin, ve Zn*"dir (86)

2.4.5. Tiyoller

Tiyol veya sulfidril terimi, SH gruplanni kastetmektedir. Biyolojik tiyolier,
siilfur metabolizmas! arunleridir. S-H baginin fiziksel ozellikleri, reaktivitesine
ve kimyasal ozellikierine yon verir. Biyolojik agidan; pK, redoks potansiyeli ve

serbest radikal olugturma kapasitesi, tiyol biyokimyasinin anahtar noktalarndir
(87).

Hiucrede birgok biyolojik ve farmakolojik-toksikolojik olaylar, sinyal iletimi
ile iligkili olan tiyol-redoks degisiklikleri araciligiyia gerceklesmektedir. N-
asetil sistein, penisilamin, merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve kaptopril
gibi farmakolojik olarak reaktif ajantarin gelistirimesi ile, bu ajanlarnn bazi
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gpesifik ozellikleri gézlenmistir  Bazi sulfur igeren ajanlar, antioksidan
‘szelliklerinden dolayt tedavide kullaniimaktadir. Tiyoller, doku hasanni
“snlemek igin proteinaz inhibitérlerinin  oksidasyonunun baskilanmasinda
‘kullaniimaktadirlar. Okside olduklarinda sulfidril gruplar kalsiyum salinimina
‘neden olmaktadir (87).

'2.4.6. Glutatyon (GSH)

1988 yilinda itk kez tanimianan glutatyon (GSH) memeli hicrelerinin
tuminde ve bol bulunan protein olmayan tiyoldur (88). Glutatyon, memeli
hiicrelerinde bulunan bir ftripeptiddir (42) Glutatyon inflamasyonun
diizenlenmesinde, immun cevapta ve hiucre canhliinda redoks durumunun
korunmasinda bir antioksidan olarak hayati rolleri vardir (42).

insanlarda GSH'In normal duzeyi plazmada 10-30 uM, idrarda 1-3 pM,
bobrek proksimal tubulde 3mM ve ¢esitli organlardaki tumérlerde 1-10 mM'dir
(88). Glutatyon'in hemostazisin korunmasi hem de nova sentezi hem de
kurtarma sentezi ile olur ve bu birbiriyle iligkili yolaklar gerektirir (88).

Glutatyon’'un hicrelerin oksidatif stresten korunmasinda gok onemli
rolleri vardir, Glutatyon, H ve lipid peroksidazlan redukleyici bir ajandir ve
ayni zamanda konjugatiardan GST katalizli ya da spontan olugan elektrofilik
bilesikleri inaktive eder. Redukte glutatyonun okside formu olan glutatyon
distlfit (GSSG)Ye orani hicresel redoks durumunun bir yansimasidir,
Oksidatif stres esnasinda GSH rediktaziariyla GSH'In oksidasyonu GSSG
rediksiyonundan daha hizhdir. Dusuk hiicresel GSSG konsanirasyonlarinin
korunmasl ve yitksek GSH diizeyleri homeostazis igin énemlidir (89). Normal
sartlarda glutatyonun cogu serbest GSH olarak bulunur. Glutatyon disulfitin
sitozoldeki miktari cok dusuktur. Genellikle GSH iceriginin %1-3 kadar!
GSSG'dir (42)

2.5. Camptothecin

Camptothecin, nyssaceae ailesinden olan camptotheca acuminata adls
bitki den izole edilmis olan bir bitki alkoloididir (4,5). camptothecin 1960'l;
yillarda National Cancer Enstitusu ilag kontrol programinda tumér hiicrelerine
karst aktif oldugu saptanmigtir Bu ilacin etki mekanizmasi 1980'f yillarin
sonuna kadar aydinlatimamis olmasina ragmen 1970'li yillarda Klinikte
kullanilmak uzere sunulmustur. Ancak ilacin beklenmedik toksisiteleri ve faz
2" deki sinirll etkisi nedeniyle ileri arastirmalar yapiimis ve suda daha fazla
eriyip daha az toksik olan camptothecin analoglari Uretilmistir. Bu analoglar
arasinda topotecan da yer almaktadir (6). Camptothecin analoglari Tablo
2.8'de gosterilmistir.

Camptothecin turevieri olan CPT-11 (irinotecan) ve topotecan
topoizomeraz 1 inhibitorieridir Kiltlre edilmis memeli hiicrelerinde yapiimig
daha 6nceki calismalar camptothecin'in hem DNA hem de RNA sentezini
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> ettigini ve krozomal DNA Uzerinde ger donusumli kiriklar olugtugunu
sermistir (4)

"DNA polimeraz inhibitdru olan apihidicolin ile hucrelerin onceden
amele edilmesi ve camptothecin bu hucreler Uzerindeki sitotoksisitesinin
imasi, camptothecin’in S faz aktivitesi ile uyumiu oldugu gosterir (90).
ncak replikasyon inhibitorlerinin  kullanim sonucunda DNA polimeraz

agimi DNA tamir islemieri de inhibe olabilir ve siklus igleyisini bozabilir (90)

' Camptothecin turevieri ile yapilan kisa sureli tedavi deneyleri sonucunda
ficrelerin %80'den fazlasinin Sldugu tespit edilmistir ve bu sonu¢ da
camptothecin'in  aslinda S faza spesifik clmadigini ortaya koymustur.
camptothecin’e bagh DNA hasan S fazi diginda transkripsiyon esnasinda da
olabilmektedir (90).

Tablo 2.8. Camptothecin ve analoglan (81)

By % Bs
Camphotacin H H H
Topiotenen OH CHM(THk H
B fgninocampiciecn H BH, H
lmotanin Q:?: - D—N ’:__-} H GH ok,
o .
BN-E OH & CHH,

2.6, Topoizomerazlar

Memelilerde tesbit edilen Topoizomeraz 1 enzimi monomerik bir protein
olup kromozom 20 uzerinde bulunan tekli bir gen tarafindan kodlanir.
Aktivitesi ATP'den badimsizdir (6,92).

DNA topoizomerazin fonksiyonel dnemi bakteri, bitkiler, bazi virusler,
tum malign ve normal dkaryotik hucrelerde oldugu gibi her yerde bulunan
varhgi ile gosteriimistir Topoizomerazlar, DNA replikasyonu, transkripsiyonu,
rekombinasyonu ve tamiri gibi DNA zincir ayniimalariyla ilgili cogu hucresel
metabolik yollara katiimaktadir (93)

Topoizomeraziar DNA'y1 ayirma sekillerine gére iki sinifa ayrihiriar;
Topoizomeraz 1 tek zincir Uzerinde gegici bir gentik yapip diger zincirin
centikten gecmesine izin vererek DNA cift sarmal yapisinin aclimasini
saglar (93). Bu enzim ¢ift zincirli DNA'da enzim-DNA kovalent bagi
olusturarak enzimin tirozin aminoasidi ile DNA'nin 3’ fosfatt arasina baglanir
(92). Topoizomeraz 2 ise DNA'min her iki zincirinde de gentik olugturarak
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baska bir ¢ift zincir DNA segmentinin bu centikten gecmesini saglamaktadir.
Topoizomeraz 2 replikasyon sonunda olusmus kardes molekillerin
ayriimasini sadlamaktadir (91,93,94).

Topoizomeraz 1 enziminin franskripsiyonel, translasyonel ve post
translasyonel evrelerde dizenlendigi gosterilmistir. In  vitro kosullarda
topoizomeraz 1, enzim regulasyonu, fosforitasyonu, defosforilasyonu,
adenozin-difosforibozilasyonu gibi mekanizmalarda énemlidir (92).

2.7. Topotecan

Topotecan, 9- (dimetii amino) metil-10-hidroksi camptothecin’dir
Topotecan yapisinda 9-altgrubunun camptothecin aktivitesinde yapmis
oldugu azalma 10-altgrubunun etkisi ile kompanse edilmigtir (93)
Topoizomeraz 1 enzimi DNA tek zincir (zerinde kirik olusturup ¢ift zincirli
sarmal DNA'yi ¢ozerek torsiyonal stresi azaltir Bu gevseme reaksiyonu
eshasinda 106 tirozin grubu ile kirilmig DNA zincirine ait 3 fosforil grubun
arasinda kovalent bir bag olusur ve protein-DNA ¢apraz bad meydana gelir.
Topotecan, DNA zincir reaksiyonunu &nleyerek bu kompleksi stabilize eder
(Sekil 2.3). Stabilize olmug t¢lu kompleks ile replikasyon ¢atall arasindaki
etkilesimler sonucunda tek zincir kingi ¢ift zincir kindina dénuserek hucre
olumine neden olur (95).

Topotecan in vitro kosullarda bir gok hucre tipine karsi sitotoksik etki
gdstermistir. Topotecan'in spesifik etki gosterdigi hucre tipleri kolorektal,
meme, kiguk hucreli akciger karsinomu, over ve bdébrek kanseri, akut
lenfositik l6semi hucreleridir. Farelere inokule edilmis insan kaynakli tUmér
ksenogreftlerinden rabdomiyosarkom ve santral sinir sistemi tum&rierine
karsi da Topotecan basarili aktivite gdstermistir (96).

Topotecan klinikk uygulamada bircok kanser tedavisinde basari
géstermistir. Topotecan igin yapilan faz 2 g¢alismalarinda, meme kanseri,
kucuk hiicreli ve kiiguk hucreli olmayan akciger kanserlerinde, kolorektal
kanseri, over kanseri ve servikal kanserlerde tedaviye olumiu yanitiar
alinabilmistir irinotecan, SN-38 ve Topotecan'a ait E-halka lakton yapisinin
pH bagiml hidrolizi ile agik halkal hidroksi asit olugur (Sekil 22). Ancak
sadece asit ortamda dedismeden kalabilen kapal lakton halka formu anti
tumaor aktivitesi gosterebilmekiedir Bu ajanlar igin tercih edilen dilusyon
solusyonu salinden daha asidik pH'a sahip olan %5 dekstrozdur. %5
dekstroz ajanlann lakton halkalarinin hidrolizini yavaglatir Fakat %5 dektroz
icinde verilse de sistemik olarak uygulanan ila¢ organizmada hizla hidrolize
olur ve ilacin yaklasik olarak sadece %50’si kapali lakton formunda
korunabilir (97). Analiz 6ncesi ilaca ait lakton halkasin: stabilize etmek gok
zor oldugundan c¢odu arastirmaci lakton ve hidroksi asit miktarlarinin
toplamina esit olan total dlgtimieri yapmaktadir (92). Irinotecan ve SN-38'in
temel metabolizasyon yolu bilier ekspresyondur yani Irinotecan ve SN-38
viicuttan safra yolu ile atilirlar. Topotecan ise bobrekler tarafindan metabolize
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edilir ve idrar yolu ile uzaklastirdir. Topotecan’in %45'i itk 24 saat icinde idrar
yolu ile atilir (97).
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Sekil 2.2, Camptothecin ve analoglarinin asidik pH’da lakion formundan hidroksi formuna
dénismesi (98). '
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Sekil 2.3. Topoizomeraz enzim inhibitérlerinin topoizomeraz 1 ve topoizomeraz 2 uzerine
etki mekanizmasi (99)
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Irinotecan ve Topotecan'in doz bagimli toksisitesi miyelosupresyondur,
Bu supresyondan en cok etkilenen hucre grubu nétrofilerdir ve sonucta
nétropeni gelismektedir (100) Notropeniye siklikia hafif bir trombositopeni de
eslik edebilmektedir. Topotecan kullamimi esnasinda bazen hafif diyare de
gelisebilmektedir (97).

Bazl olgularda hayati tehdit eden karaciger fonksiyon bozukluklart da
bildiriimistir. Daha hafif toksik etkileri arasinda ates, bulanti, kusma, mukozit,
diyare, rahatsizlik, sikinti, yorguniuk, basagrist yer almaktadir Gunumiizde
Topotecan'in faz 2 ¢alismalarinda degerlendiriimesi sonucu uygun gorilen
kullanim dozu 5 gun boyunca gunliuk 1,5 mg/m®dir ve her 3 haftada bir bu
doz tekrarlanir (30,100).

2.8. Kanser ve Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tirleri hucresel metabolizmanin potansiyel olarak tehlikeli
drunleridir. Bunlann hiicre gelisimi, buylimesi, yasami, yaslanma, ve kanser
gelisimi uzerine direkt etkileri vardir. Reaktif oksijen tlrleri tim aerobik
organizmalarda uretilir fakat bunlarin tretimi iki tarafi keskin kilig gibidir.
Reaktif oksijen turleri dusUk konsantrasyonlarda, hucre biylumesini
duzenleyen rediksiyon-oksidasyon durumundaki sinyal transduksiyon yoliari
ayrica buyume-farklilasma ile iliskili genlerin ekspresyonundaki degisimler
icin gereklidir Fakat bu metabolitlerin asin uretimi hucre butunliga ve
hayatiyeti icin gerekli yapilarin okside olmasini ve hasara ugratiimasini
iceren dlumcul zincir reaksiyonfarinin baslamasina neden olur. Gogu tumaér
hiicresi normal hiicrelere gére artmis metabolizma oranina sahiptirler ve bu
dogal olarak reaktif oksijen tirlerinin artisina yol agar (101,102).

Radyasyon ve kimyasal karsinojen nedenli neoplastik hastalklarn
gelisiminde serbest radikallerin gok buyuk 6nemi vardir. Serbest radikal
iceren birgok bilesim genomik hasarlara neden olarak neoplastik hastaliklarin
gelisimine neden olabililer. Swartz karsinojenlerin  serbest radikal
mekanizmalarl  lzerinden etkinlik g6sterdiklerini ileri sUrmustir. Bu
dislincenin temelinde ise iyonize radyasyonun bluyuk miktarlarda serbest
radikal (retmesi vardir. Neoplastik strecin induklenmesi; baglangig, ilerleme
ve gelisme gibi cok asamal bir surectir Hem oksijen hem de organik serbest
radikallerinin tumér geligiminde etkili oldugu dugtnilimektedir (45)

Reaktif oksijen turleri DNA zincir kirtlmalarina, guanin ve timin
hasarlarina ve kardes kromatid degisimlerine neden olur. Bundan dolay!
ROS'un uretimi hucrelerin genetik instabilitelerine neden olabilir. Genetik
instabilite malign potansiyelin artisiyla dogru oranti gostermektedir  Tumor
olusumunun tetiklenmesinde serbest radikallerin roli ¢odu kez bildirilmistir
Cogu tumor tetikleyicileri oksidan bir mekanizmayla ig gorurler. Onlar direkt
kimyasal bir aktivasyonla, hiuicresel metabolik prosessin degisimi ile ya da
indirekt kimyasal bir reaksiyonla serbest radikal Uretirler (103).
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Tumér hucrelerinde antioksidan supurtict enzimler ile ilgili yapilan
calismalarda serbest radikallere karst savunma sistemierinde zayiflamaya
yonelik bulgular tesbit edilmektedir. Tumar hicreleri gogunlukla azalmig Mn-
SOD, Cu,Zn-SOD ve KAT aktiviteleri sergilerler. Ancak tumdr ile serbest
radikaller ve savunma sistemleri arasinda bir iliski bulunmasina ragmen bu
iliski tam olarak kanitanmamistir ve bu iligkinin kesin mekanizmasi da tam
olarak tesbit edilememistir (45,103).

Bu enzimler ayni zamanda hucre proliferasyonunda, {Umor
invazyonunda, malign hucrelerin ilag direncinde, tumér hucrelerinin
dliumsuzligunde ve differansiasyon derecesinde énemli bir rol oynar (104).

incelenen pek cok malignanside katalazin dustk duzeyde ekspresyonu
gosterilmistir ve bunun malign hucrelerdeki peroksizomal biyogenezin
bozulmasi sonucu olabilecedi belirtiimistir (105). Mavier ve arkadaslari Ug
hepatokarsinoma hiicresinde katalaz aktivitelerinin kontrole gére dustugund
bulmuslardir (103). Ho ve arkadaslar katalaz aktivitesinin akciger kanserinde
azaldigini bulmuslardir  Bu azalmayir da tumér hicrelerinde katalaz
proteinindeki ve katalaz mRNA’sindaki azalmaya baglamiglardir (106).

Mn-SOD geni tumér supressér geni olarak tammlanmistir ve pek ¢ok
calismada Mn-SOD duzeylerinin duslk oldugu gosterimistir (107) Bize ve
arkadaslar total SOD ve Mn-SOD duzeylerinin spesifik aktivitelerinin tum
tumdr homojenatlarinda, normal rat karacigeri ile kargilastinldiginda
azaldigini gozlemisglerdir (108).

Son zamanlarda yapilan bazi galismalarda ise kolon karsinom, tiroid
karsinom ve noral orijinli tumdrlerde Mn-SOD'un yuksek duzeyleri
belgelenmistir (107). Kahlos ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada
malin mezotelioma hucrelerinin, saghkli plevral mezoteliumundan daha
yuksek Mn-SOD ve katalaz duzeylerine sahip oldugunu gostermistir (105).
Oksidanlar hucre proliferasyonunu arttirabilir ve bu durumda antioksidan
enzimlerdeki artis tumériin biyumesini ve ilerlemesini azaltabilir (105).

Mn-SOD aktivitesinin kaybinin hucre dizilerinin dlumsuzlagu ile iligkili
oldugu bildiriimistir (104). Mn-SOD diizeyinin in vitro olarak malign hucrelerin
mitotik orant ile ters iligkili oldugu gosterilmigtir (107).

Hem normal hem de tumdr hticrelerinde SOD aktiviteleri dzellikle de Mn-
SOD aktiviteleri differansiasyonun derecesi ife iligkilidir. Tumér ne kadar
differensiye ise o kadar yiksek SOD aktivitesine sahiptir Hem Cu,Zn hem de
Mn-SOD aktiviteleri Morris hepatomalarinda normal rat karacigeri ile
karsilastirildiginda dusiik bulunmustur. In vitro olarak insan monositlerinde
differensiasyon esnasinda SOD aktivitesinde artis gézlenirken, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinde azalma gozlenmistir (104).
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Hicresel antioksidan savunma sistemieri birbiriyle iligkili dustk ve
yiksek molekller agirlikl birgok komponentden olugmaktadir Cesitli
antioksidanlar arasinda var olan dengenin organizmanin koruyucu kapasitesi
uzerindeki etkisinin tek bir enzimin etkisinden daha &nemli ve giglu oldugu
bildirilmigtir (101). Akcider hucreleri Uzerine yapilan ©nceki pek ¢ok
cahsmada ayn ayn uygulanmalanndan ziyade kombine olarak
kullanildiklarinda SOD ve KAT'in daha iyi bir oksidan savunma gosterdikleri
bulunmustur (105).

Genel olarak lipid peroksit konsantrasyonlar ile hicre proliferasyon
oranlan arasinda ters bir orantinin  oldujuna inaniimaktadir. Lipid
peroksidasyon orani ne kadar yuksekse hucre bolinme orant da o kadar
dusuktur  Bu dusince {tumor hicrelerinin normal hucrelere  gére
peroksidasyona daha direngli olmalaryla destekienebilir  Ayrica
Hepatomalarda tumér buyime orani ne kadar yuksekse hucrelerin
mikrozomal fosfolipid igerikleri ve ansatiire serbest ya§ asiti duzeylerinin o
kadar duslUk oldugu gésteriimistir (109).

Morris hepatomalarina ait mitokondri ve mikrozomlardan elde edilmig
fosfolipidlerin  serbest yag asit bilesimlerinin  incelenmesinde tumor
hucrelerinin bluylume orani ne kadar yiilksekse 16:1., 18:1, 18:2 serbest yag
asitleri o kadar fazla ve 4 ve daha fazla cift bag iceren poliansature yag asidi
miktan ise o kadar dusuktiir Cheeseman ve arkadaslart yapmis olduklar
calismada Novikoff hepatoma hucrelerinde lipid peroksidasyon orantarinin
dusttk olmasinin  asadida belitilen faktérlerin - kombinasyonuna  bagl
oldugunu goéstermislerdir (109).

a) Poliansatire serbest yag asidi ve cyt P450 oranlanndaki disukltk
b) Yagda eriyebilen antioksidan ve a-tokoferol duzeyindeki artis

Tumor hilcrelerinde superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimleri gcok az ya da hemen hemen yoktur. Buna ragmen bu hucrelerdeki
lipid peroksidasyonunun az olmasinin nedeni bu hucrelerdeki yuksek o-
tokoferol duzeyi oldugu bildirilmistir (109).

Kaspazlarin -SH gruplan onlarin katalitik aktiviteleri igin gereklidir —
SH grupiar serbest radikallere maruz kalirlarsa inaktive olurlar Melonoma
M14 hicre dizisinde O, ve H,O, kaspaz inaktivasyonundan dolay! tumor
hucresinin  yasamini uzatirlar (109). Rovere ve arkadaglari kanser
hastalarinin plazma ve eritrositierinde glutatyon ve —SH gruplarini élgmausler
ve hem glutatyon hem de —SH duzeylerinde plazma ve eritrositlerde saglikls
kontrole gére anlamh diiglis bulmuslardir Bu farklih@r ise hematik dokunun
serbest radikal aktivitesine kargl savunmasiyla iligkili ofdugunu belirtmislerdir
(110)
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MATERYAL ve METOD

3.1 Hiicre kilttiri

3.1.1. Hiicre Dizileri ve ilaglar

MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal’'ndan temin edildi. Topotecan
Hidroklorur (Hycamtin, SmithKline Beecham); 1 mg/ml olacak sekilde steril
distile su icinde ¢cdzulerek kisimlara ayrildi ve —80°C de saklandi.

3.1.2. Hiicre kiiltirii ve hiicrelerin deneylere hazirlanmasi i¢in gerekli
cozeltiler

A) RPMI (Roswell Park Memorial Institute): 5.16 gr RPMI hassas terazide
tartildi ve 500 mi distile suda manyetik karigtirici kullanilarak ¢ézuldu 500
ml'lik otoklova dayanikl sisede 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
Laminer flow kabinde 5.125 ml steril 200 mM'lik L-Glutamin ve %7 5'luk
NaHCO, c¢dzeltisi eklendi Kullanilacadi zaman 50 m! steril, inaktive edilmis
FCS (Fetal Buzag Serumu) ve 5 ml steril antibiyotik antimikotik g&zeltisi
eklendi pH 6.9-7.2 arasinda olacak sekilde ayarlandi RPMI +4°C'de
saklandl.

B) 200 mM L-Glutamin c¢bdzeltisi: 292 gr L-Glutamin hassas terazide
tartilarak, 100 ml bidistile suda ¢ézuldu 022 mikron por ¢aplh filtrelerden
gegirilerek steril olmasi saglandi ve +4°C'de sakland.

C) FCS (Fetal Buzadg Serumu): 500 ml Sigmadan temin edildi
Kullanmadan &nce 56“C'lik benmaride 30 dk bekletildi ve kompleman
sistem elemanlarinin  inaktive ediimesi saglandi.  50'ser mllik sigelere
bélinerek —20°C’'de saklandi

D} Antibiyotik antimikotik ¢ozeltisi: Biological Industries’den 100 ml alindr.
icinde 10.000 unite/ml penisilin G, 10 mg/ml streptomisin icermekteydi.
Kullaniimadig! sirece -20°C’'de saklandi

E) DMSO (Dimetil Siilfoksit): 100 ml Sigma’dan temin edildi. Oda isisinda
saklandi
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F) Hiicre dondurma ¢dézeltisi: 8 ml %10 FCS iceren steril RPMI besiyeri, 1
ml DMSO ve 1 mi Steril FCS steril bir tupte karistirldi. Bu solusyon hiicreler
dondurulacagi zaman taze olarak hazirlandi

G) Tripan Blue ¢bdzeltisi (%0.5'lik): Biological [ndustries'den hazir olarak
alindi. Oda isisinda saklandi.

H) Tripsin: Biological Industries'den hazir olarak alindi. +4°C'de saklandi

I) Proteaz inhibitor kokteyl: Sigma'dan hazir olarak alindi —20°C’de
saklandi.

J) PBS (Fosfat tamponlu tuz) ¢ozeltisi: 8 gr NaCl + 1.15 gr Na;HPO4 + 0.2
gr KH2PO, 1 It suda distile suda manyetik kanstirict ile karigtirlarak ¢ézuldil
+4°C’de sakland.

K) Ekstraksiyon tamponu: 100 mM KoHPO, ve 100 mM KHPOq4
¢ozeltilerinden pH 7 olan bir tampon hazirlandi 300 pl tampon, 1180 ul distile
su ve 20 Jl proteaz inhibitor kokteyl kanstinlarak ekstraksiyon tamponu
hazirlandi.

3.1.3 Hiicrelerin gogaltilmasi ve dondurulmasi

Hicreler 200 mM L-Glutamin, %75 NaHCQOj; %10 FCS ve %1
Antibiyotik antimikotik ¢cdzeltisi iceren steril RPMI besiyerinde 37°C’de, %5
CO, ve %95 nemlendiriimis hava iceren karbondioksit inkuibatdriinde kultur
edilerek gogaltildi. Hucreler hiicre yogdunluguna gére 2-3 gunde bir beslendi
ve cok yogunlastiklarn zaman tripsinle yapistiklar flasktan kaldiriidi. Elde
edilen hilcre suspansiyonu steril bir tiipe alinarak 500-600 g'de 8 dk gevrildi
Supernatan kismu steril bir sekilde uzaklastinidi ve elde edilen pellet steril
RPMI ile suspanse edildikten sonra flasklara bélundi ve gogaltiimaya devam
edildi ya da daha sonra kullantimak Uzere 1.5 ml hucre dondurma gozeltisi
icinde ¢ozillerek cryo tupe alindi ve -80°C’de sakland,

3.2, Hiicrelerin deney i¢in hazirlanmasi

Yeterli flask sayisi elde edildikten sonra hucreler tripsinize edilerek
flasktan aynldi ve santriftij edildi Elde edilen pelletlerin tumi birlestirildi ve
tum flaskiara esit oranda dagitiidi. Bu flasklardaki hucreler yeterli yoguniuga
ulasinca bir kismi kontrol ofarak ayrildi, bir kismina ise 100 ng/ml dozunda
Topotecan uygulanarak 24 saat 37°C'de, %5 CO,, %95 nemiendiriimig hava
iceren karbondioksit inkubatériinde inkiibe edildi.

llac uygulanmasi yapildiktan 24 saat sonra ilag uygulanan ve kontrol
flasklarindaki hucreler tripsinlenerek alindi 500-600 g'de c¢evrilerek elde
edilen pellet PBS (fosfat tamponlu tuz) ¢ozeltisi ile 2-3 kez yikandi En son
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yikamadan sonra kalan pelletiere 1 ml PBS ekiendi ve pipetaj yapiarak
ependorfa alindi Ependorf santriflj edilerek kalan pellet deneylerde
kullanilincaya kadar —80°C'de sakland:.

Deney vyapllacagt zaman pellet ekstraksiyon tamponuyla pellet
yoguniuguna gére dille edildi. Hucreler Branson Sonifier 250 marka
ultrasonik parcalayicida 4x15'er saniye buz icinde homojenize edildikien
sonra ekstrakte edilerek 150 000 g'de 45 dk +4°C’de santriflj edildi ve
stipernatandan deneyler yapild..

3.3. Sitotoksisite Olgiimleri (111)

Hucreler tripsinize edilerek yapismig oldugu flaskin yuzeyinden kaldirlds
Hucre sayimlari icin %05 lik konsantrasyonda Tripan Blue, PBS icinde
cozuldit Tripsinize edilmis hucre stspansiyonundan 0 2 mi alinarak bir tupe
kondu, uzerine 0.3 ml RPMI eklendi, Uzerine %0.5 lik Tripan Blue ‘dan 0.5 ml
eklenerek kanstiridi. 5 dakika bekletildikten sonra, hemasitometrede
hiicreler sayilarak ml deki hiicre say1s! hesapland! 96 kuyulu mikroplak’lara,
her kuyuda 1x 10° hiicre olacak sekilde 100 pL hucre suspansiyonu dagitild
24 saat 37°C de inkiibasyon sonrasi mikroplak’da kuilanilan medyumlar
atilarak yenilendi. Topotecanin 1 mg/ml konsantrasyonda cozilmesiyle
hazirlanan stok solusyondan 100 000 ng/mi den 0.5 ng/ml ye kadar giden
seri dilusyonlar yapildi Topotecan her doz ug¢ tekrarll olacak sekilde
kuyucuklara 10ar b konuidu Herbir ilag icin hucre igermeyen ancak RPMI
ve ilag igeren kontroller de ayn! plak’a uygulandi. Hicreler 37°C inkubatorde
1 gun inkube edildiler. inkUbasyon sonrasinda hucrelerin canlthgi MTT ( 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5- diphenyltetrazolium bromide ) kullanilarak
kolorimetrik olarak olculdi.  Bu metodun prensibi; canli hiicrelerin
mitokondrial dehidrogenazlari araciigi ile MTT'nin mavi bir formazan urune
hiucresel olarak indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olugan mavi rengin
yogunlugu hiicre canliiginin bir slgutidur. Olglim igin steril PBS i¢inde 5 mg/
mi ¢ozunmus ve filtre edilmis sterl MTT ‘den her kuyuya 10'ar ub eklendi. 4
saat 37°C de bekletildi Sonra her kuyuya 180 pL DMSO eklenerek karigtinldi
ve plak 1 gece karanlkta bekletildi 630 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucuda absorbanslar okundu Hiicre ve ilag kuyularinin ortalama
absorbans degerlerinden ilag ve RPMI iceren kuyularin ortalama absorbans
degerleri gikartildi. Yasayan hucre yuzdesi; sadece hucre iceren kontrol
grubunun ortalama absorbans degerierinin ilaglarla inkube edilen hiucrelerin
ortalama absorbans degerleri ile karsilastinimastyla hesaplandi Sonuglar %
kontrol olarak ifade edildi Deney ug kere tekrarlandi ve ICses ( hucre
proliferasyonunu %50 inhibe eden konsantrasyon ) duzeyi; 100 ng/mi olarak
bulundu Topotecan deneylerde bu konsantrasyonda hazirlanarak kullanildi.
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Sitotoksisite Grafigi
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Sekil 3.1. Farkl konsantrasyonlardaki Topotecan'in MCF-7 hicreleri (zerine sitotoksik
etkisi

3.4. Yontemler

3.4.1. Protein Tayini (112)

Prensip

Proteinler alkali ortamda Cu* ile reaksiyona girerek kompleks
olustururlar Bakir-protein kompleksi bir elektron vericisi olarak hareket
edebilir ve ortama eklenen Folin Ciocalteu reaktifini (polifosfomolibdik ve
polifosfotungustik asit), yogun renkli molibdenyum ve tungsten mavisine
indirger. Olusan rengin absorbansi 750 nm'de Olgilir.

Reaktifler

1)1 N NaCH
2) D Reaktifi. a) %2’lik NazCOz anhidrit (10 ml)

b) %71’lik CuS0O4(0.1 ml)

¢) %2'lik Na-K tartarat (0 1 ml)
3) Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) Reaktifi : Sigma'dan hazir olarak temin edildi.
1 kisim distile su/1 kisim FCF reaktifi olacak sekilde diltie edilerek kullanild
4) Protein Standarti igin 0, 002, 0.04, 0.06, 0.08, 0.2, 0.4, 06,08ve 1glL
dilusyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA) ¢bzeltisi kullanildi




Prosediir

Kor Standart Numune
Distile Su (ml) 01 - -
Standart (ml} L 0.1 .
Hiicre (ml) L . 01
NaOH (mi) 0.1 0.1 01
D Reaktifi (ml) 1 1 1

20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibasyondan sonra

Dilie FCF Reaktifi (ml) 01 0.1 0.1

30 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibasyondan sonra

Distile Su (mi) 2 2 2

Numunelerin ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlann
absorbanslan 750 nm'de kére karsi dlguldi.

0,45

Absorbans
o
™

! 0 02 04 06 08 1 1.2

Konsantrasyon (g/L)

Sekil 3.2. Protein standart grafigi
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3 4.2. Bakir , Cinko - Bagimh Siiperoksid Dismutaz (Cu,Zn-SOD)
Aktivitesinin Tayini (113)

Prensip

Cu.,Zn-SOD aktivitesi, Misra ve Fridovich'in yontemine goére olguldu
Epinefrinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olusur. Bu otooksidasyonun,
Cu,Zn-SOD ile inhibisyonunun yiizdesine gore, enzim aktivitesi hesapland!.
Adrenokromun maksimum absorbans  verdidi 480 nm’deki absorbans
degisikligi Cu,Zn-SOD inhibisyonuyla iligkilidir.

Cozeltiler

1) NayCOsz/ NaHCO; tamponu (0.05 M, pH 10.2)
2) EDTA (0 075 mM)
3) Epinefrin (1.8 mM, pH 2)

Prosedur

Kontrol Numune
Tampon (p) 550 550
EDTA (ul) 400 400
Hocre (ul) - 50
Distile su (pl) 50 -
Epinefrin (pl) 500 500

Ortama en son 0.5 ml epinefrin eklenerek hemen karigtinldi ve 480
nm'de +30°C’de tampon koérune kargl, numune ve kontrol tuplerindeki
absorbans degisimi 3 dakika boyunca izlendi.

Standart hazirlanmasi

20 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.4) icinde 0 0625, 0125, 0.25 ve
05 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan Cu,Zn-SOD (Bovine eritrosit S0D,
Sigma) standartlari numune gibi cahsildi. Tum standartlar cift galisilarak
ortalamalari alindi. Konsantrasyon absorbans (% inhibisyon) degerleri
arasinda yapilan regresyon analizinde:

Konsantrasyon (ug/ml)= [ (% inhibisyon x 0 0202)-30181/35 11
seklinde bir iligki saptand!. Korelasyon r = 0.98 olarak bulundu.

Aktivitenin Hesaplanmasi

Kontrol tipunde enzim olmadigi icin, epinefrin kolayca nonenzimatik
olarak adrenckroma oksitlenir Bu nedenle kontrol tipundeki inhibisyon
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yuzdesi sifirdir. Standart ve numune tuplerindeki inhibisyon ytizdesi, Cu,Zn-
SOD konsantrasyonuna bagli olarak degisir

AQD/dk (kontrol} 100 aktif birim
AOD/dk (standart) X

X=[ (AOD/dk (standart)) / (AOD/dk (kontrol)) ] x 100
Standardin % inhibisyon degeri = 100 - X

AOD/dk (kontrol) 100 aktif birim
AQD/dk (numune) Y

Y=[ (AOD/dk {(numune)) / (AOD/dk (kontrol})) ] x 100
Numunenin % inhibisyon degeri = 100 - Y

Numunenin % inhibisyon degeri bulunduktan sonra, bu degerler standart
calismas! ile elde edilen formilde yerine konuldu. Sonuglar %g prot
cinsinden verilecedi igin, numunenin son hacimdeki proteini hesapland ve
oranti kurularak %g prot igin enzim aktivitesi bulundu.

3.4.3. Katalaz (KAT) Aktivitesinin Tayini (85)

Prensip

KAT aktivitesi, Aebi'nin metoduna gore dlculdii Bu metod, H202'in KAT
tarafindan O, ve H;Q'ya pargalanmasi sirasinda, H>O2'nin absorbansinin
azalmasinin 240 nm’de 6lcumu esasina dayanir.

(€240: 0.00394 £ 0.0002 mmol™ mm™),

Cozeltiler

1) Fosfat tamponu (50 mmol/d, pH 7 0 )
KH,PQO, ve NasHPO, kullanilarak hazirlandi
Fosfat tamponu +2°C’de stabildir.
2) HzO; (30 mM): Fosfat tamponu i¢inde taze hazirland:.

Prosediir

Kor Numune
Fosfat tamponu (ul) 2100 -
Hicre (ul) - 1400
H2O5 (pl) - 700
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Reaksiyon, H;O, eklenmesiyle baslatiidi Baslangig absorbansinin (A),
0500 civarinda olmasina dikkat edildi 15 sn boyunca absorbanslar
kaydedildi.

Aktivitenin hesaplanmasi
k=23/At x log (Ag/As) s

k=23/15x log (Ag/Ais) = 0.153 x log (Ag/Asg) s (ml)
Litredeki k degeri hesaplanacagi igin ¢gikan sonug 1000 ile ¢arpildi.
k =153 x log (Ag/As) 8L

k : Birinci dereceden reaksiyonun hiz sabiti
Ap: 0. sn’deki absorbans degeri
A1s 15 sn'deki absorbans degeri

Bulunan deg@er dilusyon faktéri ile garpildi KATIn aktivitesi k/g prot
olarak belirlendi.

KAT aktivitesi (k/g prot) = [ log (Ag/Ass) 1/50 x 382500

Anormal kinetigi nedeniyle KAT unitesi igin “birinci derece reaksiyon
sabiti (k) kullanildi ve hiicre KAT'Inin spesifik aktivitesi k/g prot olarak verildi.

3.4.4. Selenyum-Bagimh Glutatyon Peroksidaz (Se-GSH-Px) Tayini (114)

Prensip

Se-GSH-Px aktivitesi, Paglia ve Valentina'nin enzimatik yontemi
modifiye edilerek tayin edildi Birinci asamada GSH, Se-GSH-Px tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla, t-butil hidroperoksit (t-BuOOH) kullaniiarak
okside edilir Ikinci asamada, ortama eksojen olarak eklenen glutatyon
reduktaz (GR), yine ortama eksojen olarak eklenen NADPH'I kullanarak
okside glutatyonu (GSSG) yeniden redukler Sonugta 340 nm’'deki NADPH
absorbansindaki azalma 6lgllur

Cozeltiler

1. Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.2): K;HPO4 ve KH2PO4 kullanilarak
hazirlandi Tampon kahverengi sisede, +4 °C’de 1 yil stabiidir.
2. Reaksiyon karigimi
EDTA (0.3 mM)
NADPH (0.1 miM)
GR (0.5 U)
NaN; (0.5 mM)
2.21 mg EDTA, 1666 mg NADPH, 14 mg GR, 0 65 mg NaNj; tartihp 15
ml fosfat tamponunda ¢dzuldil




3. Redukte glutatyon (GSH): 00015 g GSH 2 ml tamponda iginde
¢cozuldu
4 t-BuOOH: 54.78 ul / 100 ml olacak sekilde distile suyla haziriandi.

Prosediir

Her hicre solusyonundan GSH igeren GSH (+) ve GSH igermeyen GSH
(-) olmak uzere ikiser deney tupu hazirlands

GSH (+) GSH (-)
Reaksiyon karigimi (ul) 750 750
Hcre (ul) 50 50
GSH (ul) 100 -
Distile su (pl) - 100
t-BuOOH (ul) 100 100

- BUuOOH eklenmesiyle her numunede 340 nm'de 37°C’de GSH (+) ve
GSH (-) deneylerinin 3'er dakikalik dlguimleri yapild

Aktivitenin hesaplanmasi

GSH (+) ve GSH (-) tuplerine ait absorbans farklari (AOD) bulundu. Optik
dansite artisinin ortalamasi (AOD/dak) hesaplandi Daha sonra bu deger
asagidaki formile vyerlestirilerek g prot basina dusen enzim aktivitesi
hesaplandi.

Se-GSH-Px Aktivitesi (U/g prot)=

[(GSH (+) AOD — GSH (-) AOD)] / [enappy X %g Prot x v/V]

[(GSH (+) AOD — GSH (-) AOD)] x 10° / 622 x prot® x hicre solusyonu
hacmi

a%g b: i hucre solusyonu / ml reaksiyon karigimi

U/g prot = [(AOD/dk) x 10°]/ 311 x %g prot

3.4.5. MDA Tayini (115)

Prensip

MDA tayini Wasowicz, Neve ve Peretz'in metoduna gore yapildi.
Metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir urunu olan MDAnIn, 2-
tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olugan bilesigin butanol
fazina ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon'da
spektrofluorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.
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Gozeltiler

1) 2-Tiyobarbiturik asit (TBA) (29 mM): 875 M Asetik asit icerisinde
hazirlandi

2) Hidroklorik asit (HCI) (5 M)

3) n-Butanol

4) 1,1,3,3-tetrametoksipropan (Malonaldehid bis [dimetil asetal]) standart
solusyonu, 0, 2, 4, 6, 8, 10 amol/m! konsantrasyonlarinda haziriandi

Prosedir
Deney ]
Hacre (ml) 005
Distile su (ml) 1
TBA (mi) 1

Tum tilpler 1 saat boyunca +100°C'de kaynatiidi 1 saat sonunda tupler
musluk suyu altinda sogutuldu.

HCI (ml) 0.025
n-bitanol {ml) 3

Tum tupler, 3-4 dakika boyunca kuvvetle kanstirildiktan sonra, 10 dakika
3000 g'de santrifij edilerek Ust faz ayrildi ve fluorometrede yukarida
belirtilen dalga boylarinda okundu.

Numunelerin MDA icerikleri standart grafiginden hesaplandi
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.3. MDA standart grafigi

Numunelerin degerlendirimesi standart grafigine gore yapildi.  Ayni
numunelerden Lowry metodu ile protein dlgimi yapilarak MDA seviyesi
nmol/mg prot olarak verildi

3.4.6. Protein Karbonil Gruplan Tayini (116)

Prensip

Protein karbonil gruplar, Levine ve arkadaglarinin spektrofotometrik
metoduna gore belirlendi. Proteinler ile kullanilan klasik bir karbonil reaktifi
olan 2 4-dinitrofenilhidrazin (DNPH), karbonil gruplari ile birlestiginde renkli
bir hidrazon olusturur ve olusan bu hidrazonun absorbansi 360 nm'de
okunur.

Protein-C=0 + HgN—NH-2,4—DNP——-—»Protein-C=N—NH-2,4—DNP + H0

Cozeltiler

1) 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) (10 mM)
2) HCI(Z N)

3) Triklorasetik asid (TCA, %10)

4) Triklorasetik asid (TCA, %20)

5) NaCH (1 M)
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Prosediir

500 pl hucre solusyonu 500 mi %20 TCA ile kargtinildi 14000 rpm'de 15
saniye santrifijj edildikten sonra supernatan dékuldu. Pelet 500 pl 10 mM
DNPH (2 N HCI icinde +50 °C'de ¢ozulerek hazirlandi) ile kargtirildiktan
sonra karanhkta oda isisinda 1 saat bekletiidi Her 10 dakikada bir
vortekslenerek peletin DNPH ile reaksiyonu saglandi. 1 saat sonunda 500 pl
%20 TCA ile kanistirildiktan sonra 2-3 dakika oda Isisinda bekletildi. 14000
rom'de 3 dakika santrifij edildikten sonra supernatan dékuldu ve ayni iglem
%10 TCA ile 3 defa tekrarlandi. Presipitat 2 ml NaOH i¢inde 37°C'de 30
dakika bekletilerek ¢oziildii Numunenin absorbansi NaOH kérune kargi 360
nm’de okundu.

emax=22000 M em™ kullanilarak sonuglar umol /L olarak hesaplandi.

Numunelerden Lowry metodu ile protein olgtimu yapilarak sulfidril
seviyesi umol/g prot olarak verildi.

3.4.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini (117)

Prensip

GSH duzeyleri Fairbanks ve Klee'nin metoduna gére odlguldl. 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), bir disulfid kromojendir ve sdlfidril
bilesikler ile indirgenerek koyu sari bir renk verir. Redukte kromojenin
absorbansi 412 nm'de dlgulur.

Cozeltiler

1. Presipite edici solusyon: 167 g glasiyal metafosforik asit, 0.20 g
disodyum EDTA ve 300 g NaCl tartiidi, bir miktar distile suda
cozildukten sonra hacim 100 ml'ye tamamlandi Bu solusyon +4°C'de
3 hafta dayanikhdir

2. Fosfat solusyonu (Na,HPO,) (0 3 M): Solusyon, +4 °C’de uzun sure
stabildir.

3 DTNB solusyonu: 40 mg 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), 19
/dl'lik sodyum sitrat solusyonu ile gozuldikten sonra hacim 100 ml'ye
tamamlandi. Bu soltisyon +4°C’de uzun sure dayanikhidir

4. GSH standartlari: 10 mg GSH tartildi ve distile suyla 10 mlye
tamamiland! (100 mg/dl). Bu standarttan 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/dl olacak
sekilde dilusyonlar yapildi. Bu solusyonlar guniiik hazirland

Prosediir

200 pl hicre uzerine 1800 pl distile su eklenerek hicre dilue edildi
Bunun Uzerine 3 ml presipite edici solusyon eklenerek karistinidi 5 dakika
oda isisinda bekletilerek, filtre kagidindan stzuldu. Elde edilen filtrata
asagidaki ydontem uygulandu.
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Kor Numune Standart
Filtrat (ul) - 500 -
Presipite edici () 300 - -
Distile su () 200 - -
Fosfat tamponu (i) 2000 2000 2000
DTNB (ul) 250 250 250
Standart (pl) - - 500

Kér ve numune tupleri kanstinlir ve 4 dakika icinde 412 nm'de
absorbansiar okundu, Numunelerin protein degeri Slguldi.

Standart Caligsmasi

Daha 6nce tanimlandigl sekilde hazirlanan standart solusyonlari ile
yapilan Slgumler sonunda elde edilen absorbans degderieri ile konsantrasyon
degerleri arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda;

1 GSH standart grafigi
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Sekil 3.4. GSH standart grafigi

Konsantrasyon= [ (OD/ 0 0706) + 0.29 1 seklinde bir iligki ortaya konuidu
(korelasyon: r=0.99 }

Ortamdaki prot degeri hesaplanarak sonuglar prot bagina olacak sekilde
ayarlandi ve GSH mg/g prot seklinde belirlendi




3.4.8. Siilfidril Gruplari (SH) Tayini (118)

Prensip

Koster, Biemond ve Swaak'in metoduna gore yapildl. Proteinlerin
sulfidril gruplari, bir disulfid olan 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNBY)'
indirgeyerek, koyu san renkte kromofor olusturur Olusan kromoforun
absorbanst 412 nm’de okunur.

Cozeltiler

1 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (2 mM)
2. Potasyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7 4)
3. Sodyum sitrat (%1)

Prosedlir

100 pl numune, 1500 ul fosfat tamponu ile karigtirildi. 400 ul DTNB
(sodyum sitrat iginde ¢dzulir) ilave edildikten sonra & dakika 37°C'de
bekletildi. Numunelerin absorbansi 412 nm'de reaktif koriine kargi okundu.
Sonuglar €max : 13600 M em™ kullanitarak pmol / L olarak hesaplandi.

Numunelerde Lowry metodu ile protein dlgumu yapilarak sulfidril seviyesi
nmol/g prot olarak verildi.

3.5. istatistiksel Analizler

Tum sonuclar ortalama + standart sapma (SD) seklinde verildi
Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
10.0 paket programi kullanilarak Mann-Whitney U testine gére yapildi.

3.6. Geregler ve Kimyasal Maddeler

3.6.1. Geregler

Ultrasantrify] . Beckman
Laminer flow : Heraeus

CO, inkubatdru : Heraeus
inverted mikroskop : Olympos
Otomatik pipetdr : Drummond
Etuv : Heraeus
Otoklov . Harvey
Sonikator : Branson

pH metre : Jencons
Hassas terazi : Gec Avey
Magnetik karistirici : lkamag RH
Derin dondurucu : Sanyo
Dondurma tupu : 2 ml'lik cryo tup
Spektrofotometre . Schimadzu UV 1601
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Spektrofluorometre : Schimadzu RF-5000

Su banyosu - Precitherm PFV Boehringer-Mannheimd Nuve
Hassas terazi : Sartorius 2472

Buzdolabi - Ariston No-frost

Otomatik pipet : 5-50, 20-200, 100-1000 ul'lik

Cam pipet 1,2, 5ve 10 ml'lik

25 75 cm?lik steril hiicre doku kultiirt flasklart
Cam balon jojeler, beherler, erlen mayerier, huniler, mezurler
Santrifisj tupleri, deney tupleri, suzgeg kagitlan ve ependorf tupler

3.6.2. Kimyasal Malzemeler
Tum kimyasal maddeler “Sigma” ve “Biological Industries” den temin
edildi.




BULGULAR

4.1. Topotecan’in Cu,Zn-SOD’a Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda stperoksit dismutaz
duzeyleri kontrol grubuna gore istatistikse! olarak anlamli bir degisme
gostermedi (p>0.05). Kontrol ve topotecan uygulanmig gruptaki degerier
Tablo 4 1 ve Sekil 4 1 de gosterilmistir

Tablo 4.1, Topotecan uygulanmig ve uygulanmamus htcrelerin Cu,Zn-SOD  aktiviteleri

{U/gprot)
| Grup
n Ortalama = SD
(en diiguk-en ylksek)
Kontrol 6 47 7655+ 156373
(29 248.7-67 591.1)
Topotecan 6 B9 1057 £ 27 496 9
(37 406.8-116 782)
_——— S
| Cu,Zn-SOD
|
- 120000 ;
i fed !
- |
| £ 100000 -
o
=
| .= 80000 A
| @
S
- E
|2 60000 -
| <
H m
- Q40000 -
3
| 9
I = i
N 20000
-
| © 0

Sekil 4.1. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hucrelerde stiperoksit dismutaz
aktiviteleri
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4.2. Topotecan'm Katalaz Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmig gruplarda katalaz duzeyleri
kontro! grubuna gére istatistiksel olarak anlamit bir artig gosterdi (p<0.05).
Kontrol ve Topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.2. ve Sekil

4 2 de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Topotecan uygulanmig ve uygulanmamis hucrelerin katalaz aktiviteleri (k /g prot)

Grup )
n Ortalama + SD
{en duguk-en ytksek)
Kontrol 6 162.94 + 30 48
(135.64-207.82}
Topotecan 6 223.86 + 30.73°
176.98-255.33

3n<( 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile karsilagtinidiginda

KATALAZ

300
250 -
200 -
150 A
100 -

KAT aktivitesi (k/g prot)

Sekil 4.2 Topotecan uygutanmis ve uygulanmamis hiicrelerde katalaz aktiviteleri.
<005 Topotecan ile muamele edilmemis  kontrol  hicreleri il

karsilaghinidiginda




aktiviteleri (U/g prot)

4,3. Topotecan’in Glutatyon Peroksidaz Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda glutatyon peroksidaz
duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artis gdsterdi
{p<0.05) Kontrol ve topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.3 ve
Sekil 4.3.de gosterilmistir,

Tablo 4.3. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hucrelerin glutatyon peroksidaz

Grup n Ortalama + SD
{(en dusuk-en yiksek)
Kontrol 6 7.26 £087
(6.19-8.69)
Topotecan 6 1159+180°
(9.13-13.44)

°p<0 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile karsilagtiridiinda
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GSH-Px aktivitesi (U/g prot)

aktiviteleri.

GLUTATYON PEROKSIDAZ

TOPOTEKAN

Sekil 4.3 Topotecan uygulanmis ve uygulanmami$ hicrelerde glutatyon peroksidaz

®p<0 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile

karsilastinldiginda
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4.4, Topotecan'in Glutatyon Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda glutatyon dizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamii bir azalma gosterdi (p<0.05).
Kontrol ve topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.4. ve Sekil 4 4.de
gosterilmistir.

Tablo 4.4. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamig hucrelerde glutatyon duzeyleri (mg/g
prot)

Grup n Ortalama + SD
Kontrol 6 4600+ 1099
(35.51-61.40)
Topotecan 6 28.30 +5.95°
(20.87-34.50)

4p<0 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile karsilastiriidiginda

i 60,000
50,000 -
40,000 -

30,000 -

(mg/g prot)

20,000 -

GSH dizeyleri

10,000 -

0,000 -

Sekil 44 Topotecan uygulanmig ve uygulanmamig hiicrelerde glutayton duzeyleri
®p<0 05 Topotecan ile muamele  edilmemis  kontro!  hucreleri ile

kargitastinldiginda
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4.5. Topotecan’in MDA Uzerine Etkisi
Topotecan ile 24 saat muamele ediimis gruplarda MDA dizeyleri kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir artis gdsterdi (p<0.05) Kontrol
ve topotecan uygulanmis gruplarin MDA degerleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.5 de

gosterilmistir

Tablo 4.5. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hicrelerde MDA duzeyleri (nmol/mg
prot)

Grup n Ortalama + SD
{en dusiuk-en yuksek)
Kontrol 6 044 +£0.19
(0.17-0.64)
Topotecan 6 237+£032°
(1.97-2.93)

#p<0 05 Topotecan ile muamele ediimemis kontrol hiicreleri ile kargilastinidiginda
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MDA diizeyleri

0,5 -

KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.5. Topotecan uygulanmus ve uygulanmamig hicrelerde MDA duzeyleri
<0 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hicreteri e

karsilastinldiginda
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4.8. Topotecan’in Siilfidril Diizeyleri Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda suifidril duzeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdsterdi (p<0.05).

Kontrol ve topotecan uygulanmis gruplann sulfidril degerleri Tablo 4.6 ve
Sekil 4 6.de gbsterilmistir.

Tablo 4.8. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hicrelerde sulfidrit duzeyleri (umolig
prot)

Grup n Ortalama + SD
(en dusuk-en yiiksek)
Kontrol 6 560107
(4.34-6.94)
Topotecan 6 308+0552
(3.17-4.56)

’p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemig kontrol hucreleri ile kargilastirildiginda
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KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.6 Topotecan uygulanmis ve uyguianmamis hlcrelerde stlfidril duzeyleri

p<0.05 Topotecan iHle muamele edilmemis kontrol hlcreleri ile
karsilastirldidinda

59

T - rn




4.7. Topotecan’m Karbonil Diizeyleri Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda karbonil duzeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlt bir artis gosterdi (p<0.03)
Kontrol ve Topotecan uygulanmig gruplarn karbonil duzeyleri Tablo 4.7. ve
Sekil 4.7 de gosterilmistir,

Tablo 4.7. Topotecan uygulanmig ve uygulanmamig hicrelerde karbonil duzeyleri {umol/g
prot)

Grup n Ortalama + SD
(en dusik-en yuksek)
Kontrol 6 2.26 £ 059
(1.14-2.85)
Topotecan 6 437+098°
i (2.96-5.24)

p<0 05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hucreleri ite kargilastirnidiginda

| KARBONIL |

—

Karbonil diizeyleri (umolig prot)

Sekil 4.7 Topotecan uygulanmig ve uygulanmamisg hucrelerde karbonil duzeyleri
°p<0.05 Topotecan ile muamele ediimemig  kontrol hicreleri  ile

kargilagtiriidiginda
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TARTISMA

Meme kanseri dunyada kadinlarda en sik gorulen ikinci kanserdir
Geligmig Ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1). 20-59 yas araligindaki
kadinlarda slume en fazla neden olan kanser meme kanseri iken, 60 yag ve
uzerindeki kadinlarda akciger kanseri birinci sirayt aimaktadir (9). Kemoterapi
ya da endokrin terapinin lokal terapi sonrasinda ya da adjuvan olarak
uygutanmasi tum hasta gruplarinda yagsam surelerini uzatip kanserin yeniden
tekrarlanmasinl geciktirecektir (13,21,30,38,39).

Topotecan meme kanserinde yeni ve umut verici ilaglar arasinda yer
almaktadir (30). Preklinik ve faz 1 calismalari sonuglarina gore topotecan’in
metastatik meme kanserine karst etkili oldugu gbzlenmistir. Faz 2
caligmalannda ise topotecan’in hastaligi stabilize edip, relaps siiresini
uzattidr  bildiriimistir (119). Topotecan'in meme kanseri disinda faz 2
calismalarinda szellikie over kanserleri basta olmak Uzere kuglik hiicreli ve
kiigUk hucreli olmayan akciger, kolorektal, ve serviks kanserlerinde de etkiii
oldugu gosterilmistir (6). Ostrojen bagmbi bir hticre dizisi olan MCF-7 meme
kanseri hucre dizisi direkt meme timoérunden alinarak elde edilmis epitel
kékenli bir hucre dizisidir, Apoptozise kaspaz 3 ve p73 eksikiigi nedeniyle
direnclidir (90). MCF-7, pek c¢ok calismada sikca kullanilan ve meme
dokusuna ait bir gok biyokimyasal ve endokrin karakteristiklere sahip, iyi
tanimianmis bir hicre dizisidir (120). Tum bu nedenlerden dolay biz de bu
calismada MCF-7 hucre dizisini tercih ettik

Bir camptothecin turevi olan topotecan bir topoizomeraz 1 inhibitorudur
ve camptothecin‘e gore daha az toksik olup, suda daha iyi goziinebiimektedir.
Topotecan’in topoizomeraz 1 ve DNA kompleksine baglanarak bu kompleksi
stabilize ettigi ve replikasyonu durdurdugu pek ¢ok calismada bildirilmistir
(4,6). Topoizomeraz 2 inhibitdru olan Epirubicin, Adriamicin gibi antikanser
ilaglarin sitotoksisitesi icin ikinci  bir mekanizma olarak ROS olusumu
gdsterilmigtir (121,122). Bunun yanisira topotecanin  analogu oldugu
camptothecinin - ROS urettiginin - ve  eksojen katalaz eklenmesiyle:
sitotoksisitesinin  azaldiginin gosterilmis olmasi bizi bu calisma - igin:
yoniendirmistir  Bugune kadar topotecan hakkinda bu konuda herhangi bir
calisma yapiimamigtir Biz bu galismanin bu agigi kapatacadina inamyo_r:i_iz'.z“'-_

Yapmis oldugumuz sitotoksisite deneyi sonucunda topotecan’in : MCE-
meme hicre dizisinde sitotoksik dozunu 100 ng/ml bulduk. Simdi |
yapilan caligmalarda 1C50 dozu bizim bulmus oldugumuz_'___'_ql__c_)'zdan -daha
dusiik bulunmustur Cunku hucreleri ilaca maruz brrak_t_!kl_a_ri'
uzundur (123). e




Calismamizda topotecan’a 24 saat maruz birakilan hticrelerde ve
kontrollerde antioksidan duzeylerini olctik. Superoksit dismutaz enziminde
anlamsiz bir artis gézlenirken, katalaz ve glutatyon peroksidaz dizeylerinde
anlamli artislar bulduk. Superoksit dismutaz enzim duzeylerindeki artigin
oldukga fazla olmasina kargin bu artisin anlamsiz oimasi érnek sayimizin az
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hicre igi antioksidan kapasitesindeki artig
topotecan'in hiicrede grettigi ROS'a karsi bir cevap olarak yorumlanabilir.
topotecan ile bu konuda yaplimis bir arastirmantn bulunmamast nedeniyle
bulgularimizi kargilagtirma olanagi bulamadik.

Diger antikanser ilaglaryla yapllmig birkag calismada Mn-SOD'un
sitotoksik ilaglarla  induklenmesi arashnimistiy.  Sanchez-Alcazar ve
arkadaslari yapmis oldukiar calismada Teniposid'in mitokondride Mn-SOD'u
upregile etfigini géstermiglerdir (124). Akashi ve arkadaslari antikanser bir
ilag olan OK432'nin insan granulositierinde Mn-SOD’un artisina yol aghigini
gostermiglerdir  (125). Das ve arkadaslar aynt zamanda Mn-SOD
mRNA'sinin  protein kinaz bagimh bir mekanizma ile sitotoksik ilaglaria
upregule edildigini bildirmisierdir (126). Epirubicin-HCl'Un uygulandigi HepG2
hucrelerinde de Mn-SOD’un arttigr gézlenmistir (127).

Spesifik H202 siiplrucusi olan katalaz, U-237 insan promonositik
hicrelerinde etoposid (VP-16), camptothecin, doxorubicin (adriamycin) ve
cisplatin gibi antitumor ilaglarla olusan apoptozisi azaltmaktadir (128). Bai ve
arkadasiari HepG2 hucrelerinin mitomicin C ve VP16 gibi DNA'ya hasar
verici ajanlar ile inkUbasyonlarindan sonra kontrol hicrelerinde apoptozis
gozlerken, katalaz cDNA’'si iceren adenovirls verilmis hucrelerde
apoptozisin katalaz overekspresyonu ile inhibe edildigini gdzlemiglerdir
Ayrica katalaz overekspresyonu olan hucrelerde p53’un degradasyonunun
arthgini gdzlemislerdir. Bu sonuclar katalaz duizeylerinin p53 upregiilasyonu
yapan antikanser ilaglarin etkilerine karst hiicresel direngte kritik bir rol
oynadigini gostermistir (129)

Sarvazyan ve arkadaslar elde ettikleri sonuglarla erigkin rat myositlerinin
artmis hicre igi oksidatif stresden korunmasinda Cu,Zn-SOD'un rolunu
desteklemislerdir 1zole kardiyak miyositlerindeki Doxorubicin sitotoksisitesini
superoksit anyonunun olugumuyia aciklamiglardir ve hucre ici SOD aktivitesi
dtizeyinin hiicre korunmast icin dnemli bir faktor oldugunu ileri surmdglerdir
(130). Doxorubicin analogu olan Epirubicin-HCl'in de HepG2 hilcrelerinde
superoksit  urettigi, Cu,Zn-SODu  arttirdigi ve apoptozisi indikledigi
gosteriimistir (127). Bu sonuglar bizim sonuglarmizla uyumludur. RN

Sadzuka ve arkadaglari fare ve rat dokulannda bir camptothecin tirevi
olan CPT-11'in glutatyon peroksidaz ve lipid peroksidasyonu uzerine eftk_lg,ini-.
arastirmiglardir. Galigmalarinda lipid peroksidasyonunda kontrollere -
fare kalbinde 1.5 kat rat kalbinde ise 1 3 kat artis gc‘jzlemi§ier'd_ir._ ‘Glutatyor
peroksidaz aktivitesi kontrollerin %64'tinde azalmistir, Akci{je_r_de}' e Hpl
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peroksidasyonu 25 kat artmis ve glutatyon peroksidaz duzeyleri %74
azalmistir  Bu sonucglar dogrultusunda CPT-11'in  kardiotoksik ve
pulmonotoksik olabilecegini énermiglerdir (131). Bustamante ve arkadaglar
yapmis olduklarl calismalarda MCF-7 meme kanseri hicre dizisinde
Adriamycin’e maruz birakilmis hiicrelerde Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, KAT, GSH-
Px enzim aktivitelerinde bir artig goézleyememislerdir (132).

Roller ve arkadaglarn c¢alistiklarr tum hicre dizilerinde cisplatin ile
induklenen hicre 6limu ve Cisplatinin  akut sitotoksisitesinin N-
acetylcysteine, superoksit dismutaz veya phenyl-N-tert-butyl-alpha-
phenylnitrone antioksidanlariyla inhibe edildigini gézlemlemiglerdir. llac
inkibasyonu sonrasinda ROS olugsumunu incelemigler ve Cisplatin
sitotoksitesinin  ROS olusumu ile induklenmedigini ayrica buthionine
sulfoximine (BSO) ile induklenen GSH tuketimiyle sitotoksisitenin
gliglenmedigini gostermislerdir. Ayni calismada uygutanan antioksidaniarin,
antikanser ilaclar olan BCNU, Doxorubicin, VM26, Vincristine, Cytarabine
veya camptothecin sitotoksiteleri lzerine zayif bir etkilerinin  oldugu
gosteriimistir (133).

Biz yapmis oldugumuz calismada topotecan ile 24 saat muamele
sonunda glutatyon ve sulfidril diizeylerini inceledik. Glutatyon ve sulfidril
duzeylerini 24 saat topotecan uygulanan grupta kontrol grubuna gére anlamils
olarak daha dusuk bulduk GSH ve sulfidril duzeyindeki bu dusus hucre ici
oksidatif stres artisini desteklemektedir,

Gomscik ve arkadasglar tarafindan MCF-7 ve MDA-MB 231 hicrelerinde
bir glutatyon sentez inhibitérit olan buthionine sulfoximine ile glutatyonun
tuketiminin, camptothecin ve bunun turevleri olan SN-38, topotecan ve
CMMDC nin aktivitesini guglendirdigi bildiriimistir. Bunun nedeni BSO aracili
GSH tuketimi ile oksidatif stres diizeyinin artmasi ve relatif ROS artigi olabilir.
Bu durum camptothecin'in sitotoksik aktivitesini ROS araciligi ile gdsterdigini
desteklemektedir. Ancak buthionine sulfoximine ile muamele edilmis
hucrelerde DNA protein gapraz baglanmasindaki artiglar GSH'in ayrica
camptothecin’in huicresel hedefi olan topoizomeraz 1 Uzerine etki ettigini de
diistindiirmektedir. Oksidatif stresin ve relatif ROS artisinin hiicrelerde DNA,
protein ve lipid yapilarinda oksidatif hasara yol agtidi bilinmektedir (134).

Baska bir antikanser ilag olan docataxel ile yapilmig ¢alismada Geng ve
arkadaglari SMMC-7721 insan hepatoma hiicre dizisinde docetaxelin 24
saat uygulanmasindan sonra ROS duzeylerinde anlaml artiglar elde ederken
glutatyon duzeylerinin énemli dlctde azaldi@ini bulmuslardir (135)

Hug ve arkadaslarr HEPG2 hepatoma hicrelerinin  bleomisin ile
muamelesinin GSH tuketimini indikledidini ve bunun yanisira ROS Urettidini
bulmuslardir. Bu sonuglar bizim yapmig oldugumuz c¢aligmanin sonuglaryla
uyumludur (136).
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Sawyer ve arkadaslar hamster akciger fibroblast hiicreleri olan V79
ucrelerinde buthionine sulfoximine indukiu glutatyon tuketiminin artmig CPT-
11 hassasiyeti ile iligkili oldugunu gostermiglerdir. V79 hilcrelerinin CPT-11'in
“sitotoksik etkisine buthionine sulfoximine indukli hassasiyetinin  DNA-
topoizomeraz 1 kompleksinin stabilizasyonundan bagimsiz bir mekanizma ile
- meydana geldigini bildirmiglerdir (137).

Cisplatine direncli kuguk hucreli akciger kanseri htcre dizisi olan
NYH/CIS ‘de camptothecin ve topotecan’a karsi gapraz direng geligtirmis
olmasinin, artmis  glutatyon  seviyelerine baglanabilecegini  fakat
topoizomeraz seviyelerindeki degisimler gibi diger aciklamalarn daha olasi
oldugunu bildirmislerdir (138). Cisplatin hucrelerde ROS olugturur ve
glutatyonun artigi bu ROS olusumunu inhibe ederek ilaca kargl bir direng
mekanizmasi gelistirebilir Cisplatin'e karst artmig glutatyon seviyeleri ile
direng kazanmig bir hiicre Topotecan'a karst da direng gosterebilir Bu durum
topotecan’in sitotoksik etkisinde ROS aracili bir mekanizmanin olabilecegini
desteklemektedir

Mans ve arkadaslan hucresel GSH duzeyinin etoposide toksisitesinde
belirleyici bir faktor olabilecegini gostermiglerdir.  GSH tuketimi olan
hiicrelerde etoposide hassasiyetinin arttigmi bildirmiglerdir (139).

Calismamizda 24 saat topotecan uygulanan grupta lipid peroksidasyon
(rint olan MDA’nin ve protein oksidasyon Uruni olan karbonil dizeyinin
artmis  oldugunu gérdiak  Bu sonuclar topotecan’in oksidatif stres
olusturdugunu desteklemektedir

Poot ve arkadaslarinin yapmis olduklan ¢alismada camptothecin
induklu apoptozisin baglangic fazinda mitokondria! aktivitenin arttigini ve
mitokondrial membraniarin  yapisa! butinluklerinde  kiguk oraniarda
kayplarin oldugunu gdstermiglerdir Ayrica Frankly apoptotik hucrelerinde
camptothecin'in  mitokondrilerde pargalanma ve lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu bildirmistir (140).

Bustamante ve arkadaglar yapmig oldukiari caligmalarda MCF-7 meme
kanseri hucre dizisinde adriamycin'e maruz birakiimis hiicrelerde lipid
peroksidasyonunun arttigini gozlemiemiglerdir (133). Bu sonugciar bizim
bulgularimizla uyumludur.

Mimnaugh ve arkadaglarinin yapmisg olduklari calismada adriamysin
kaynakli serbest radikal saldinsi icin niikleer membran zarflarinin yapisindaki
polyenoic  fosfolipidlerin snemli  hedefler  oldugunu gostermeyi
amaclamislardir  Bu galismanin sonucunda nukleer membran lipidlerinin
peroksidatif hasarinin, hicre cekirdegindeki biyokimyasal ve morfolojik
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degisimlere katkida bulundugunu ve bu degisimlerin  adriamycin
sitotoksisitesinde dnemli bir rol oynadigini géstermislerdir (141),

Germain  ve  arkadaslanr  doxorubicin  sitotoksisitesinde  lipid
peroksidasyonunun major bir role sahip olup olmadigini anlamak icin insan
meme kanseri hucre dizisi olan MDA-MD 231 hucre dizisini doxorubicin ile
birlikte cesitli poliansature serbest yag asitleri ile inkiibe etmiglerdir ve
serbest yad asitlerinin  doxorubicin'in  sitotoksisitesini  arttirdiklarini
gozlemiemislerdir (142).

fkushima ve arkadaslar: iki gesit insan néroblastoma hiicre dizisinde bir
poliansatire yag asidi olan gama linolenik asit (GLA) kullanilarak vinca
alkoloidleri grubundan vincristine ve vinblastine’in lipid peroksidasyon
potansiyellerini géstermek amaciyla bir calisma yapmiglardir. Bu calisma
sonucunda vinca alkoloidlerinin sitotoksik etkinliklerinin GLA eklenmesiyle 2
kat artti§i teshit edilmistir (143).

Hardman ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismalarda atimik farelere
MCF-7 insan meme kanser htcreleri inokule edilmistir CPT-11 ile yapilan
tedavi calismalarinda besinlerine balik yagdi eklenmis olan fare gruplarinda
CPT-11'in etkinliginin atmig oldugu gézlenmistir (144).

Biz yapmug oldugumuz caligmada karbonil duzeylerini anfaml olarak
artmig, sulfidril duzeylerini anlaml olarak azalmig bulduk. Bu sonuclar
hucrede reaktif oksijen radikallerinin artisini destekiemektedir. Bu konuda
topotecan ya da diger antikanser ilaglarla yapilmig bir calismaya
rastlayamadik. Reaktif oksijen radikallerinin proteinler Uzerindeki etkisine
bagli geligen kimyasal reaksiyonlar kompleks olup, daha heniiz
tamamlanmamig birgok Urinun olusmasina neden olurlar. Proteinler
uzerindeki oksidatif hasari en iyi protein karbonillerindeki (PCO) artis ile
protein tiyollerindeki (P-SH) azalig yansitmaktadir Proteinler uzerine olan
ROS ataklari sonucu histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi bircok aminoasit zarar
gdrebilir. Bu aminoasitlerden birkagina ya da proteinlerin peptid yapilarinda
olugan hasar sonucu PCO urunleri olusur (69).

Caligmamizin 6ncusl olan baska bir projemizde topotecan'in ROS
urettigi gosterilmistir (145). Bu baglamda antioksidan enzimlerin yilkselmesini
topotecan’in ROS Uretmesine bagdlayabiliiz Daha 6nce Gorman ve
arkadaslan tarafindan yapilan calismada camptothecin ve bunun tirevi olan
SN 38in promyelocytic leukemia HL-60 hucre dizisinde ROS Grettigi
bildirilmistir (146). Simizu ve arkadaslari vinblastin ve camptothecin gibi
antikanser ilaglarin ROS dretimiyle hticrelerde apoptozisi  indukledigini
bildirmiglerdir (147).
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Kanser tedavisinde kullanilan antrasikiinlerin sitotoksik  etkilerini
gosterebilmeleri igin onerilen iki mekanizma vardir Birinci mekanizma DNA-
topoizomeraz 2 kompleksini sabit hale getirerek topoizomerazin hucre
icindeki gorevini yapmasina engel olurlar. ikinci mekanizma ise NADPH-cyt
p450 rediktaz veya diger flavin iceren enzimierin metabolik aktivasyonu
hoyunca bir elektron rediksiyonuna girebilirler. Bu reduksiyon semiquinon
serbest radikalini olusturabilir. Semiquinon ise O,°, OH ve HxO, gibi reaktif
oksijen turlerinin olusumuna sebep olabilir (127). Cogu kanserin tedavisinde
kullanilan  adriamysin ve daunomisin gibi antrasiklinlerle yapiimis
calismalarda da ROS olusumu gosterilmistir Doroshow ve Sinha ilaglardan
oksijen radikalleri olugumunun bu ilaglarin  MCF-7 hucreleri uzerindeki
sitotoksik etkileriyle direkt iligkili olabilecegdini bildirmiglerdir. Hem Doroshow
hem de Sinha radikal supuriculerin MCF-7 hilcrelerinde bu ilaglann
sitotoksisitesini  azalttgini  bulmuslardir.  Bu gozlemler antrasiklinlerin
antitiimor aktivasyonunda serbest radikal olugumunun dnemli rol oynadigini
desteklemektedir (121).

Ayrica mitomisin C ve mitaxantrone antikanser ilaglan da ROS
olusumunu indikleme yetenegindedir (148)

Bu bilgilerin ve yaprmig oldugumuz caligmanin isiginda topotecan’in ROS
retmesini bu ilacin  toksisitesi igin alternatif bir mekanizma olarak
Snerebiliiz. Son zamanlarda yapilan galigmalarda antikanser ilaclara karsi
gelisen direncten ilaglarn urettigi ROS'a kargl yukselen antioksidan enzim
duzeyleri ve GSH seviyelerinin artigi sorumiu tutulmaktadir.  Topotecan gibi
ilaglarin mekanizmasinin daha lyi anlagiimasinin tedaviye yeni stratejiler
getirecegdine inantyoruz.
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SONUCLAR

Bu galisma 6strojen bagimli meme hticre dizisi olan MCF-7 hucrelerinde

yapildi Caligmada topotecan uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) grup
olmak uzere iki grup kullanildi.

1

MCF-7 hucrelerinde topotecan'in sitotoksik dozu 100 ng/ml olarak
belirlendi

Topotecan uygulanmis hicrelerde superoksit dismutaz aktivitesi
kontrollere gbre anlamli (p>0 05) olmayan bir artis gdsterdi,

Topotecan uygulanmis hucrelerde glutatyon peroksidaz aktivitesi
kontrollere gére anlamh (p<0.05) olarak artt

Topotecan uygulanmis hiicrelerde katalaz aktivitesi kontrollere gore
anlambi (p<0.05) olarak artt,

Topotecan uygulanmis hticrelerde glutatyon duizeyleri kontrollere gore
anlamh (p<0.05)olarak azald:

Topotecan uygulanmis hicrelerde sulfidril duzeyleri kontrollere gére
anfamli (p<0.05) olarak azaldi.

Topotecan uygulanmis hucrelerde karbonil duzeyleri kontrollere gére
anlamli (p<0.05) olarak artti.

Topotecan uygulanmisg htcrelerde MDA duzeyleri kontrollere gére
anlamh (p<0 05) olarak artt
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