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7,12-DMBA ILE INDUKLENMIS MEME KANSERI MODELINDE KAKULE’NIN
KORUYUCU ETKISi

Yiiksek Lisans Tezi
Emine COMAKTEKIN
OZET

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim nedenidir. Birgok faktore bagli olarak gelisen
kanserin etiyolojisinde reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stres 6nemli yer
tutmaktadir. Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Beslenme amacli bir
fitoprodiikt olan kakule (Elettaria cardamomum), g¢esitli mutfaklarda diizenli olarak
tatlandirict bir madde olarak kullanilan ve tibbi 6zellikleri nedeniyle ¢ok degerli olan popiiler
bir baharattir. Bu calismada, sicanlarda 7,12-dimetilbenzantrasen (DMBA) ile indiiklenen
meme kanserine kars1 kakulenin koruyucu rolii arastirildi.

Calismamizda; Wistar albino tiirli 40 giinliik disi ratlar kullanildi. Kontrol grubu
(n=8), 7,12-DMBA grubu (n=10) ve 7,12-DMBA+ Kakule grubu (n=10) olmak {izere ratlar
iic gruba boliindii. Kontrol grubuna sadece zeytin yagi (0,8 mg/kg) i.p. olarak enjekte edildi,
ikinci ve {iglincii gruptaki ratlara tek doz 1 mg/kg viicut agirligi dozda 7,12-DMBA i.p. olarak
enjekte edildi. Uciincii gruptaki ratlara 7,12-DMBA enjeksiyonundan sonra kakule tohumlari
toz halinde i¢gme suyu igerisinde 0,8 mg/kg/giin dozunda 90 giin boyunca uygulandi.
Calismanin sonunda tiim deney hayvanlart sakrifiye edildi ve meme dokularinda
biyokimyasal olarak oksidatif stres parametrelerinin diizeyleri (katalaz, superoksit dismutaz
ve malondialdehit) spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

DMBA grubunda, kontrol ve DMBA+Kakule gruplarina kiyasla siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktivitelerinin azaldigi (p<0.05), malondialdehit diizeylerinin arttig1 (p<0.05)
gozlendi. DMBA-+kakule grupta, DMBA grubuna kiyasla malondialdehit diizeylerinde
azalma (p<0.05), siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinde artis (p<0.05) elde edildi. Ote
yandan, DMBA-tkakule ve kontrol grubu arasinda katalaz ve superoksit dismutaz aktiviteleri
yoniinden benzer oldugu (p>0,05) ancak, DMBA-+kakule grubunda malondiadehit diizeyinin
kontrol’den diisiik (p<0,05) oldugu gozlendi.

DMBA grubunda artmis malondialdehit diizeyleri ve azalmis antioksidan (katalaz,
superoksit dismutaz) kapasitede yetersizlik DMBA’nin oksidatif bir hasara neden oldugu
gostermektedir. Ote yandan DMBA+kakule grubunda azalmis malondialdehit diizeyleri ile

artmis antioksidan enzim aktivitelerinin, kakulenin antioksidan 6zelligi nedeniyle DMBA nin



olusturdugu oksidatif hasar1 azalttigini isaret etmektedir. Bu sonuglar, DMBA ile indiiklenen
meme kanserinde kakulenin antioksidan ve antitimorojenik aktiviteye sahip oldugu
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Kakule, Meme kanseri, Oksidatif stres,

Sayfa Adedi: 66
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PROTECTIVE EFFECT OF CARDAMOM IN 7,12-DMBA-INDUCED BREAST
CANCER MODEL

Master Thesis
EMINE COMAKTEKIN
ABSTRACT

Cancer is the most common cause of death after cardiovascular disease. Oxidative
stress caused by reactive oxygen species takes an important place in the etiology of cancer
which is caused by many factors. Breast cancer is the most common type of cancer in women.
Cardamom (Elettaria cardamomum), a dietary phytoproduct, is a popular spice that is
regularly used as a flavoring agent in various cuisines, and is much valued for its medicinal
properties. In the present study, protective effect of cardamom was investigated against 7,12-
dimethylbenzanthracene (DMBA)-induced breast cancer in rats.

Forty days old female Wistar albino rats in this study were used. The control group (n
= 8), 7,12-DMBA group (n = 10) and 7,12-DMBA + cardamom group (n = 10) were divided
into three groups. Only olive oil (0.8 mg / kg) i.p. In the second and third rats, a single dose of
1 mg / kg body weight of 7,12-DMBA i.p. was injected. The rats in the third group received
7,12-DMBA injections at a dose of 0,8 mg / kg / day and were given gastric gavage for 90
days. At the end of the study, all experimental animals were sacrificed, and biochemical
parameters of oxidative stress (catalase, superoxide dismutase and malondialdehyde) were
measured spectrophotometrically.

In DMBA group, superoxide dismutase and catalase activities decreased (p <0.05) and
malondialdehyde levels increased (p <0.05) compared to control and DMBA + cardamom
groups. Decrease in malondialdehyde levels (p <0.05), superoxide dismutase and catalase
activities were obtained in DMBA + cardamom group compared to DMBA group (p <0.05).
On the other hand, it was observed that DMBA + cardamom and control group were similar
in terms of catalase and superoxide dismutase activities (p>0.05), however, malondiadehit
level in DMBA + cardamom group was lower than control (p <0.05).

Increased malondialdehyde levels and decreased antioxidant (catalase, superoxide
dismutase) capacity in the DMBA group indicated that DMBA causes oxidative damage. On
the other hand, decreased malondialdehyde levels and increased antioxidant enzyme activities
in the DMBA + cardamom group showed that the antioxidant properties of the cardamom
reduce the oxidative damage caused by DMBA. These results suggest that the cardamom has

antioxidant and antitumorogenic activities in DMBA-induced breast cancer.
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SIMGE ve KISALTMALAR

7-12 DMBA : Dimetilbenz[a]antrasen

i.p. : Intra-Peritoneol

Ca+? : Kalsiyum

PO4 : Fosfat

SOD - Superoksit dismutaz

PTH : Paratiroid hormon

ALP : Alkalen fosfataz

EGF : Epidermal biiyiime faktorii
MDA : Malondialdehit

CAT . Katalaz

CO; : Karbondioksit

Cu : Bakir

DNA : Deoksiriboniikleik Asit
SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
Ostrojen : Kadin cinsiyet hormonu
13C : Indol-3-karbinol

DIM : Diindolilmetan

LCIS : Lobular Carcinoma In-Situ
DCIS : Ductal Carcinoma In-Situ
E1l : Ostron

E2 . B-Ostradiol

E3 : Ostriol

OH : Hidroksil Radikali

Oz : Siiperoksit Anyonu

NO - Nitrik Oksit

ROO : Peroksil Radikali

H202 : Hidrojen Peroksit
GSH-Px - Glutatyon Peroksidaz
MCF-7 : Epitel Kanser Hiicre Hatt1
PLGSH-Px : Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz
GSH - Gulutatyon

koenzim Q10 : Ubikinon

viii



TBA
SDS
MtRNA
mtDNA
nBu/Pri

INT
oD

: Tiyobarbitiirik Asit

: Sodyom dodesil siilfat

: Mitokondrial RNA

: Mitokondrial DNA

: n-Butanol/Piridin

: Piyodonitrotetra Zoliyum Viyolet
: Optik dansite



1. GIRIS ve AMAC

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim nedenidir. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren o6ldiiriicii bir
hastaliktir (1).

Meme kanseri kaynakli Oliimler, kanserden Oliim nedenleri arasinda akciger
kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (1).Yapilan kapsamli arastirmalara ragmen,
meme kanserine sebep olan etiyoloji biiyiik Olglide belirsizdir.Malignansinin goriildiigii
kadinlarin yaklagik %75’ inde risk faktorleri disinda, yas ve bat1 tarzi yasamin 6nemli oldugu
belirtilmektedir (2).

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge iginde
yiriimesine baglidir.Bu dengeyi bozacak yonde ortaya c¢ikan endojen ve/veya eksojen
kaynakli faktorler hiicre hasarina yol acarlar.Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksitler
normal metabolik olaylar sirasinda veya g¢evresel faktorlerin etkisiyle olusur. Serbest oksijen
radikalleri baglica; superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimatik ve
glutatyon, o- tokoferol ve C-vitamini gibi enzimatik olmayan ¢esitli antioksidanlarla
uzaklastirtlir (9).Serbest radikal olusum hizi ile onlarin antioksidan sistemlerle etkisizlestirme
hizi dengede oldugu silirece organizma bu bilesiklerden etkilenmez.Serbest oksijen
radikallerinin asir1 olusumu lipid peroksidasyon, mutajenez ve karsinojenezle sonuglanan
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olur (3).

7,12-Dimetilbenz [a] antrasen (7,12-DMBA) polisiklik aromatik hidrokarbon siifi
bilesiklerden olup potent bir karsinojen ajandir DMBA dogrudan bir kanserojen olmayip,
kanserojen Ozelligini gdstermesi i¢in metabolize edilmesi gerekmektedir ve metabolizmasi
esnasinda yiiksek miktarda serbest radikal salinimina da yol agmaktadir (4).

Sican meme kanseri modelinde, agresif tiimorlerin olusturulmasinda genellikle
polisiklik hidrokarbonlar kullanilmaktadir (5).Meme kanseri modellerinde genellikle N-metil-
N-nitroziire (MNU) ve dimetil benzantrasen (DMBA) kullanilmaktadir.Bu iki karsinojen
maddeyle olusturulan tiimoérler histolojik ve biyolojik olarak insandaki lezyonlara
benzemektedir (6).Her iki karsinojen de meme adenokarsinomlarinin gelismesini saglarken,
uygulanan hayvanlarda herhangi bir sistemik toksisiteye rastlanmamaktadir.Ayrica, degisik
dozlarla farkl tipte tiimorlerin olugsmasi saglanabilmektedir.

Son yillarda kanser tedavisine yardimci olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi ilgi ¢eken

bir konu haline gelmistir (7).Kakule hem mutfaklarda hem de tibbi alanlardaki pek cok



faydalariyla eski ¢aglardan beri bilinen tohumlu bir bitkidir.Bu aromatik baharat yalnizca
birka¢ tropik iilkelerde ve giiney Hint Kerala eyaletinde yaprak dokmeyen yagmur
ormanlarinda  yetismektedir.Botanik olarak, zingiberaceae ailesine ait  olan
kakule’nin elettaria ve amomum isminde iki tiirli vardir.Elettaria olan kiigiik agik yesil
baklalara, amomum ise daha biiyiik ve koyu kahverengi renkte baklalara sahiptir.Her ikisi de
hem gida sektoriinde hem de tipta kullanilmaktadir (8).Besin degerleri acgisindan zengin bir
icerige sahip olan kakule yiiksek miktarda A vitamini, C vitamini, potasyum, sodyum ve
kalsiyum igermektedir. Tiim bunlara ek olarak bulundurdugu fosfor, ¢inko ve demir sayesinde
vitamin ve mineral takviyesi olarak da kullanilmaktadir.Sebzeler, meyveler, otlar ve
baharatlardan elde edilen cesitli fitokimyasallar, oksidatif stres sirasinda hiicrelerin redoks
durumunu diizenleyerek karsinojeneze karsi miikemmel kemopreventif Ozellikler
gostermistir.13C (indol-3-karbinol) ve DIM (diindolilmetan), her tiirlii turpgil sebzelerde
bulunan fitokimyasallardir ve meme, prostat ve yumurtalik kanseri gibi hormona duyarli
kanserlere karsi olaganiistii anti-kanser etkileri gostermistir. Ancak, kakule i¢inde bulunan
fitokimyasallar biiyiik detaylarda arastirilmamistir (7,8).Majdalawieh ve ark (9). tarafindan
yapilan bir calisma da kakule’nin immiinomodiilatér ve antitiimdr aktivitesi oldugu ve
dolayistyla  saglikli  bir  bagisiklik  sisteminin  korunmasin1  destekleyebilecegi
belirtilmistir. Kakule bilesenlerinin inflamatuar yanitlar1 diizenleyen ve karsinojenezi
onleyen/hafifleten potansiyel terapotik araclar olarak kullanilabilecegini de diisiiniilmektedir
(7,9).

[Ik defa yapilan bu galismada modern tipta ¢ok farkli ydnde ve alanlarda ¢dziim
saglayabilecegi diisiinlilen kakule bitkisinin kimyasal karsinojen olan DMBA ile disi ratlarda
olusturulan meme kanseri modelinde kakule’nin meme kanseri ile iligkisini ve meme kanser
hastaligina nasil bir etki saglayabilecegini, oksidatif stres parametreleri iizerinden

aydinlatilmaya ¢alisildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Memenin Anatomik Yapisi

Meme, sayist yaklagik 20 kadar olan ve lob diye adlandirilan boliimden

olugmustur.Her lob kendi i¢cinde daha kii¢iik boliimler olan lobiillere ayrilir.
Meme anatomisi

Axiller lenf
bezleri

Kaburga

kemigi - Yag dokusu

Pektoralis - g
] Siit bezleri
minor
Pektoralis Areola mamma
major
y Sit

Fascia kanallarai

Meme basi

Fibroz doku

Cooper's
ligaments

Resim 1: Memenin anatomik yapisi (10)

Lobiiller siit {iretimini yapan yapilardir.Her bir lobiiliin siit salgisinin akmasini
saglayan bir siit kanali (duktus) vardir.Her lobiiliin siit kanallar1 birleserek meme basina kadar
uzanan ana siit kanalinm1 olusturur. Siit kanallarinin ve lobiillerin ¢evresi yag dokusu ile

sarilidir (10,11).



Pectoralis minor kas
, ¢ Pectoralis major kas
Normal Meme ey - ,'V'-,', n Pectoral kas fasyas:
. - Cooper baglan

Meme alt: fasya boglug

Meme alti fasya
Meme Ustl fasya

Yag doksuu
. Kaburga kemikleri

.. Emzirme donemi
sut bezler

Resim 2: Meme dokunun fizyolojik degisimi (10)

Meme dokusu i¢ginde normal kan damarlarinin yani sira lenf damarlart da vardir.Lenf
damarlari, viicudun belirli bolgelerinde gruplar halinde bulunan mercimek seklindeki lenf
diigiimlerine ulagirlar. Meme igindeki lenf damarlari, memenin orta ve alt kenar1, koltuk alt1 ve
kopriiciik kemigi boyunca dizilmis lenf digiimii gruplarina ulasirlar.Memedeki lenf akiminin
yaklasik %75°1 koltuk altindaki lenf diigiimii gruplarina dogru olur (12).Memede en sik olarak
siit kanallarindan kaynaklanan duktal kanser goriiliir.Daha az siklikla siit {ireten
keseciklerinden kaynaklanan lobular kanser geligebilir.Diger meme kanseri tiirleri ise oldukca
nadir goriilmektedir (13).Memenin tarifi yapilirken 5 farkli alandan sozedilebilir: Ust dis
kadran, iist i¢ kadran, alt dis kadran, alt i¢ kadran, merkez alan.Meme dokusu en fazla st dis
kadranda bulunur. Bu nedenle kanserler de en sik burada goriiliir (13,14,15).

Insanlarda meme kanserinin nedeni bilinmemektedir.Genetik, ¢evresel, hormonal ve
psikolojik etkenlerin olusumunda rol aldig: kabul edilmekle birlikte, meme kanserli kadinlarin

%70-80’1 bu risk faktorlerine sahip degildir (16-17).
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2.2. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylime egilimi ve anormal yayilimini tanimlamak i¢in
kullanilan bir terimdir (18).Canlilarin temel yapi1 tasi olan hiicreler, enzimler, hormonlar ve
diger uyaranlar altinda, ihtiyaca gore diizenli bir sekilde biiyiir, boliiniir, yaslanir ve oliirler.
Kanser hastaliginda ise ¢esitli etkenlerle degisime ugramis hiicrelerin diizensiz ve kontrolsiiz
bir sekilde siirekli olarak biiytimeleri, boliinmeleri s6z konusudur (19,20).Cogalan hiicreler
kan, lenf ya da viicut bosluklar1 yoluyla primer lokalizasyonlar1 disindaki yerlere si¢rayarak
(metastaz) oralarda da biiylimeye devam eder ve yasami tehdit etmeye baslarlar.Kanser
hiicrelerinde meydana gelen yapisal farkliliklarin yani sira islevsel farkliliklar da ortaya
cikmaktadir.Yani hiicreler ya normalde yaptiklar1 fonksiyonlar1 yapamaz duruma gelir ya da
bazi yeni fonksiyonlar istlenirler (19).Kan ve lenf yoluyla metastaz yaparak diger organlara
tasinan bu hiicreler, birbirine yapismaz, hiicrelerden gelen sinyallere yanit vermez, 6zellesmez
ve apoptoza ugramazlar (21).

Kanser teriminin ilk olarak Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmada sifa
bulmayan yeni yapilanmalari anlatmak icin kullanildigi bildirilmektedir.Hipokrat viicut
yiizeyinde gelisen, digerlerinden farkli karakterde olan, kirmizi renkli ve daha yavas biiyiiyen
sisliklere “Carcinos” ya da “Carcinoma” demis, Galen (M.S. 2. ylizy1l) ise bu tip olusumlara
yengece benzeyen goriiniimleri dolayisiyla “kanser” adin1 vermistir.Bu dénemde sadece epitel
kokenli tiimoérlere kanser denildigi ve hastalik nedeninin de viicut sivilar1 arasindaki
dengesizlige baglandigi goriilmektedir. Tiirk tip tarihinde ise kanserin karsiligi olarak Tarsuslu
Osman Hayri Efendi’nin “Kenz {is-sthhat iil-ebdaniye” (1298) adli eserinde findik ya da
kiiciik yumru biiyiikliigiindeki, agrili, etrafi damarli bir olusumu anlatmak i¢in “seratan”

ifadesini kullandig: tespit edilmistir (22).

2.3. Meme Kanseri

Diinyanin hemen her bolgesinde 6nemli bir saglik sorunu olan meme kanseri, kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6limlerde akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadir (23,24).Yasam boyunca yaklasik her 10 kadindan birinin bu
hastaliga yakalanma riskinin ve yakalananlarin tgte birinin de yasamlarmi bu hastalik
nedeniyle kaybetme risklerinin oldugu bildirilmektedir (25).Diinya Saglik Orgiitii'ne bagl
IARC'nin (International Agency for Research on Cancer Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Ajanst) 2002 yilinda yaptig1 degerlendirmede tiim diinyada 1.150.000 yeni tant konulmus olan
meme kanseri olgusu hesaplanmig, bu saymin 2010 yilinda 1.500.000, 2020 yilinda ise
2.500.000 olacag1 ongorilmistiir (25).



Meme kanserleri tiimoriin olusumu, boyu ve metastaz durumuna gore gesitli evrelere
ayrilmistir.Bu evreler soyledir (26):

Evre 0;

Ayni zamanda 'in-situ' olarak da adlandirilan bu evre, yerinde kalmis ve cevre
dokulara sigramamis kanser tiirini ifade etmek ic¢in kullanilmaktadir.Bu evre kanserler
olustuklar1 yere gore ikiye ayrilirlar.Eger kanser siit bezlerinde (lobes) olusmussa lobular
carcinoma in situ (LCIS) olarak, eger siit kanallarinda (ducts) olusmugsa ductal carcinoma in
situ (DCIS) olarak adlandirilmaktadir.LCIS'nin mikroskopik ozellikleri normal hiicrelerden
farkli ve kanser hiicrelerine daha benzer olsa da, genel olarak bakildiginda LCIS kanser olarak
davranmaz ve bu yiizden de kanser gibi tedavi edilmez.LCIS yalnizca gogsiin herhangi bir
yerinde kanser olusmasi riskinin arttigini1 gosteren bir gostergedir.DCIS durumunda ise kanser
hiicreleri olustuklar siit kanallar1 i¢erisinde kalmis, gogsiin yag dokusu ya da lenf bezleri gibi
viicudun farkli alanlarina yayilmamustir (26).

Evre I;

Yayilabilen meme kanserinin baslangi¢c sathasidir.Bu evre tiimoriin 2 cm’den daha
biiyiik olmadig1 ve kanser hiicrelerinin memeden baska yerlere (lenf bezleri gibi) yayilmadigi
durumdur (26).

Evre ll;

2 alt boliime ayrilmaktadir.Bunlardan biri olan Evre I1A:

e Memede tiimor yoktur, ancak koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser vardir.

e Yada timor 2 cm bityiikliigiinde veya daha kiigiiktiir ve koltuk altindaki lenf bezlerine
yayilmistir.

e Ya da tiimér 2 cm'den biiyiik, 5 cm'den kiiciiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine
yaytlmamustir.

Diger evre olan Evre 1IB’de ise:

e Timoér 2-5 cm arasindadir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramistir, ya da 5 cm’den

daha biiyiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramamustir (26).

Evre I1;

Daha ilerlemis kanser agsamasi olup 3 alt boliime ayrilmaktadir:

Evre IIIA’da, ya koltuk alti lenf bezlerinde kanser vardir ancak memede timor
yoktur.Ya da tiimdr 5 cm civarinda veya daha biiyiiktiir ve ¢evre dokulara yayilmistir.

Evre IIIB’de tiimor herhangi bir boyutta olabilir ve memeye komsu dokulara (deri

veya gOgiis duvari, kaburgalar veya gogiis duvarindaki kaslar) ve lenf nodlarina yayilmistir.



Evre 111C'de ise kanser kopriiciik kemigi altindaki ve boyundaki lenf nodlarina, kolun
altindaki ve meme igerisindeki lenf nodlarina ve memeye komsu dokulara yayilma egiliminde
olabilir (26).

Evre IV;

Bu evre uzak metastatik kanserdir.Kanser gogiis disina viicudun diger boliimlerine de

(kemikler, akciger, karaciger ya da beyin gibi) sigramistir (26).
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2.4. Meme Kanseri Olusumuna Etki Eden Faktorler

Meme kanseri risk faktorleri arasinda; BRCA1 ve BRCA2 genlerinin taginmasi, ailede
meme kanseri hikayesinin olmasi, genetik yatkinlik, nceden meme kanseri gecirmis olmak,
alkol alimi, diisiik doz radyasyon, pestisitlere maruz kalmak gibi durumlar vardir.Ayrica
erken menars, ge¢c menopoz, diabetes mellitus, ilerleyen yaslar, obezite, oral kontraseptiflerin
kullanimi, ilk dogumun ge¢ yasta yapilmis olmasi veya ¢ocuk dogurmamis olmak gibi
durumlar da meme kanseri olusumuna neden olan 6nemli faktorler arasindadir (27,28).

Meme kanserinin gelisiminde en onemli siralar1 hormonlar almaktadir.Bu hormonlar
arasinda en biiylik risk faktoriiniin de Ostrojen oldugu yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir
(29,30).Kadin cinsiyet hormonu olan dstrojen, bilyiik 6l¢iide ovaryumlardaki olgun graniiloza
hiicrelerinden, az miktarda da bobrekiistii bezlerinden ve plasentadan salgilanir (31,32).Dogal
Ostrojenler olan B-Ostradiol (E2), ostron (E1) ve 0Ostriolden (E3) en fazla salgilanan -
ostradiol, en az salgilanan ise Ostrondur (31).Ostriol ise Ostradiol ve ostronun ozellikle
karacigerdeki oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir tirtiindiir (31,33).Ancak gebelik doneminde
plasentadan bol miktarda salgilanmaktadir (33).B-0stradioliin, 6stronun 12, dstrioliin ise 80
kat1 ostrojenik etkiye sahip oldugu da bilinmektedir (32).Biyolojik olarak meme dokusu
tizerinde en aktif olan Ostrojen ise P-Ostradioldiir (32).Hormonlar hiicreler {izerindeki
etkilerini, hiicre yiizeyinde veya igerisinde bulunan ve ilgili hormona kars1 spesifik afinitesi
olan reseptor proteinlerine baglanmak suretiyle gosterirler.Reseptor-hormon bileskesi hiicrede
bir takim biyokimyasal degisikliklere yol acar.Meme ve uterus dokusu bulundurduklar:
Ostrojen reseptorleri (ER) nedeniyle strojenin etkilerine agik durumdadir.

Meme tiimorlerinin yaklasik %60°1 dstrojen bagimli olup Ostrojenik kimyasallar meme
tiimoriiniin  bilylimesini saglamaktadir (34).Ostrojen bagimli meme tiimdrlerinde, timor
etrafinda bulunan fibroblastlar tarafindan salgilanan Ostrojen timor biiylimesini
hizlandirmaktadir (34).Meme kanserinde Ostrojen reseptoriinii hedefleyen endokrin tedaviler
Ostrojen bagimsiz meme kanserlerinin %25-30’unda etkili degildir (35).Tiimér hiicrelerinden
Ostrojenin ortamdan Ostrojen antagonistleri kullanilarak azaltilmasi sonucu kanser
hiicrelerinin apoptoza baslamasini saglayarak kanser hiicrelerinin sagkaliminda azalmaya
neden olmaktadir (36).Yakin zamanda yapilan galigmalar, on uygulama olarak in vitro
Ostrojende biiyliyen MCF-7 hiicrelerine tamoksifen gibi sitotoksik ilag uygulanmasiyla
apoptozun basladigini bulmuslardir (37).Tamoksifen, bir dstrojen reseptor diizenleyicisi olup,
meme kanseri tedavisinde etkili bir ajandir (38).Dokuya 6zgii dstrojen aktiviteye sahip olan ve

steroid olmayan bir antidstrojen tamoksifen, meme kanserinin hormonal tedavisinde tercih



edilen bir ila¢ olmustur.Tamoksifen meme dokusundaki antidstrojenik etkileri nedeniyle
meme kanserinin tiim evrelerinin tedavisinde kullanilabilir. Tamoksifenin, kemik yogunlugu
ve serum lipidleri iizerine yararli Ostrojen etkileri olmaktadir (39).Aromataz, androjenin
ostrojene doniistiiriilmesinden sorumlu sitokrom P450 enzimdir.Kadinlarda iireme sisteminde,
yag dokusunda, karaciger ve beyinde bulunur.Aromataz enzimi ayni zamanda testiste Leydig
ve Sertoli hiicreleri ile birlikte germ hiicrelerinde de bulunur (40).Ostrojen sentetaz olarak
bilinen aromataz, Ostrojen biyosentezinin anahtar bir enzimidir.Aromataz enzimi aktif iken
serum testosteron diizeylerinde azalma, Ostrojen konsantrasyonunda artma goriilmektedir. Bir
meme timdoriinde yer alan Ostrojenler etrafinda yer alan stromal hiicrelerdeki aromataz enzimi
tarafindan olusup dolasima katilmaktadir (34).Cogu ¢alisma hem prostat hem de meme epitel
hiicreleri testosteron ve Ostrojen ortamdan cekildigi zaman apoptoza gittigini savunmaktadir

(412).

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektronun bir araya gelmesiyle bir bag
olusur.Insan viicudunda bulunan elektronlarin neredeyse tamamu elektron ¢iftleri halinde ve
oldukga kararli bir yapiya sahiplerdir.Aradaki bagin kopmasi durumunda ise elektronlar ya
birlikte kalarak baska bir atomun yapisina katilirlar ya da birbirlerinden ayrilarak farkli
atomlara baglanirlar.Birlikte kalmalart durumunda iyonlar, ayrilmalar1 durumunda ise serbest
radikalleri olustururlar (42).Bir veya daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip olan serbest
radikaller reaktif Ozellikte olup kararsiz bir yapiya sahiptirler.Eslesmis elektronlar1 ayirip
onlardan elektron alabilir ya da elektron verebilirler (42,43).Bu sekilde baska molekiillerle
kolaylikla elektron aligverisi yapip onlarin yapisini bozan molekiillere “serbest radikaller”,
“oksidan molekiiller” ya da “reaktif oksijen tiirleri (ROS: reactive oxygen species)” adi
verilmektedir (43).Doku hasarina yol agan ROS’un asir1 {iretimi de oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (43).Olusan serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar sonucunda protein,
lipid, karbonhidrat ve DNA gibi viicuttaki 6nemli molekiillere etki ederek yapilarinin
bozulmasina ve pek ¢ok biyolojik soruna neden olmaktadir (42,44).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan
ROS’lardir.Bunlarin en onemlileri siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH), nitrik
oksit (NO.), peroksil radikali (ROO.) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H20y) tir
(44).Normal metabolik islevlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidan molekiiller, baslica
glikoz oksidasyonu olmak iizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sonucunda meydana

gelmektedir (43).Viicutta ROS’un olusumunu ve olusturabilecegi hasart Onlemek igin
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antioksidan koruma sistemi denilen bir savunma mekanizmasi vardir (45).Antioksidanlar,
serbest radikallerin baglanmasi i¢in uygun elektron hedefler olusturarak bu radikallerin daha
stabil bir hal kazanmalarini saglarlar (45).

Hiicreler ve dokular arasindaki biitiinliigiin korunmasi1 ve normal islevlerini yerine
getirmeleri i¢in oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin korunmasi
gerekmektedir (42,45).Aslinda serbest radikallerin belli bir diizeyde var olmalar
organizmanin yabanci molekiillere ve enfeksiyon ajanlarma karsi bagisiklik kazanmasinda
onemlidir (43).Normalde ROS ve antioksidanlar arasinda var olan dengenin serbest radikaller
yoniinde bozulmasi durumunda meydana gelen oksidatif stres eger telafi edilemezse
ateroskleroz, diyabet, Alzheimer, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
olusmasina neden olmaktadir (42,45).Halliwell’e gére ROS kaynakli DNA hasar1 olusumunun
temelinde iki mekanizma vardir.Bunlardan birincisi direkt olarak hidroksil radikali(OH)
tarafindan olusturulan DNA zincir kirthmi, baz modifikasyonu ve deoksiriboz
fragmentasyonu, ikincisi ise oksidatif stres sonucu olusan endoniikleaz inaktivasyonu ile
meydana gelen DNA fragmentasyonlaridir (46).Mitoz béliinmenin hasarli olan DNA’nin
kopyalanmasi ile devam etmesi de tiimor hiicresi olusumuyla sonlanabilmektedir. Ayrica ROS,
protein ve lipid peroksidasyonu ile plazma membraninda hiicresel aktiviteleri etkileyecek
yapisal degisiklikler olusturabilir.Dolayisiyla ROS, membrana bagl protein kinazlari, bliytime
faktorlerini  ve reseptorlerini etkileyerek sinyal iletiminin bozulmasina, onkogen
aktivasyonuna ve baskilayici genlerin inaktivasyonuna neden olarak onkogenler ve kanser
olusumu tizerinde de 6nemli rol oynamaktadir (45).Serbest radikaller hiicrelerde endojen ve
ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusmaktadir (Tablo 1).

Hiicresel membranlardaki lipitlerle, DNA’daki niikleotidlerle, proteinlerdeki siilfidril
gruplariyla reaksiyona giren reaktif oksijen bilesikleri dokulara zarar vermektedir
(47).Mitokondrial solunum esnasinda tekli elektron transferi ile oksijenden siiperoksit tiretimi
ile baglayan ROS olusum basamaklari hidroksil radikallerinin de ana kaynagini teskil
eder.Olusan siiperoksit radikali spontan olarak dismutasyona ugrar ya da siiperoksid dismutaz
(SOD) enzimi tarafindan hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir.H202 hiicre iginde katalaz
veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik olmayan iirlinlere dontistiiriiliir. Ancak
metal iyonlar1 varlifinda Fenton reaksiyonu ile oldukca toksik bir yapiya sahip olan hidroksil
radikaline ¢evrilmektedir (48,49).

Hiicrelerdeki DNA basta olmak iizere tiim makromolekiillerde oksidatif hasar
meydana getiren en reaktif ROS formunun hidroksil radikali oldugu yapilan ¢aligmalarda

tespit edilmistir (50,51).Hiicrelerde normal kosullarda var olan diisiik dozlardaki ROS hiicre

10



cogalmasi ve hiicresel homeostazis icin gerekli olan biiyiime ile ilgili sinyal yollarinin
aktivasyonunu saglamaktadir.Ancak bunun aksine hiicrelerde artan ROS seviyesinin
karsinogenezisin gelisimini oldukc¢a hizlandirdig1r da tespit edilmistir (51).Oksidatif stres
hiicre 6liimiine neden olabildigi gibi hiicresel igerigin ekstraselliiler ortama yayilmasina da
neden olabilmektedir (52).

Mitokondriler baglica ROS kaynagi olmanin yani sira ROS’un zararh etkilerinden de
en fazla etkilenen organellerin basinda gelmektedir.Mitokondride meydana gelen sorunlar
mitokondrial DNA (mtDNA) da, mitokondrial RNA (mtRNA) transkripsiyonunda, protein

sentezinde ve mitokondrial fonksiyonlarda hasarla kendisini belli etmektedir (53).

Tablo 1: Serbest radikallerin kaynaklari

Serbest Radikallerin Kaynaklari
Biyolojik kaynaklar: Intraseliiler kaynaklar
e Sigara dumani, solventler, anestezikler, e Oksidatif stres yapict durumlar: Iskemi,
aromatik hidrokarbonlar) Stres. travma, intoksikasyon
e Aktive olmus fagositler o Kiiglik molekiillerin otooksidasyonu
e Antineoplastik ajanlar e Enzimler ve proteinler
e Aliskanlik yapan maddele (alkol, e Endoplazmik retikulum ve niikleer
uyusturucular) membran elektron transport sistemleri
e Radyasyon e Peroksizomlar
e (evresel ajanlar (hava kirliligi yapan e Mitokondrial elektron transportu
fotokimyasal maddeler, hiperoksi, e Plazma membran1 (Lipit
pestisidler, peroksidasyonu)

Canlilarda hiicre i¢i savunma sisteminin bir parcasi olan ve ROS olusumunu 6nleyen
veya etkilerini notralize ederek meydana getirdikleri hasar1 azaltan antioksidan olarak
adlandirilan gesitli savunma mekanizmalari mevcuttur (54,55).Antioksidanlar ya direkt olarak
serbest radikalleri ve ROS’lar1 temizlerler ya da indirekt olarak serbest radikalleri veya

onlarin ara tiriinlerini metabolize ederek zararsiz tiriinlere dondstiiriirler (56).
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Antioksidanlar, enzimatik olanlar ve olmayanlar diye ikiye ayrilir. Bunlar;
A-Enzimatik Antioksidanlar

1- Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz, metaloprotein yapisinda bir

enzim olup oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur. McCord ve Fridovich
tarafindan bulunan bu enzim siiperoksidin hidrojen perokside doniisiimii reaksiyonunu

katalizler.

20, + 2H+ » H,0,+0,

Sekil 1: Hidrojen peroksit olusumu (57)

Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de rediiktan olarak hareket
eder.Oksijen radikalleriyle olusan hasara karst SOD, CAT ve GSH-Px enzim sistemiyle
birlikte calisan bir savunma mekanizmasidir.Boylece olusan H>O,, CAT veya GSH-Px
enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir.Peroksit radikalinin dismutasyonu ile

olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar (57).

SO0 GSH-Px
O, 7—' H»0: — - » HO
H Fe' GSH GSSG
Laktoferrin - » NADP® NADPHAH® Pentas-Fosfat
Yol
|
‘OH
Radikal Gidericiler ——— >
v
Lipit Peroksidasyonu

Sekil 2: Antioksidan savunma mekanizmalari (57)

Stiperoksit dismutazin bu reaksiyonu, oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da
adlandirilir.Ciinkii O?-, zincirleme reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticisidir.Oksidan stresin

artidl durumlarda SOD aktivitesi artarak koruyucu etkinligi siirdiirmeye calisir.Ozellikle
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diger enzimatik radikal temizleyicilerin aktivitelerinde azalma s6z konusu oldugunda SOD
aktivitesinde artma gdzlenir.Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O?- diizeyleri
kontrol altinda tutulur.Iinsanlarda SOD enzimi; sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD;
plazma, lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliler SOD olmak iizere 3 formda
bulunur.SOD enziminin canlilardaki dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir.Ciinkii SOD
ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz

tarafindan birikimi 6nlenmektedir (57).

2.Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan
dort tane hem grubu igeren hem enzimidir.240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4 adet
ferriprotoporfirin igerir. CAT, hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya parcalayan

reaksiyonu katalizler (58,59).

Katalaz
2H,0, > 2H,0+0,

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bdobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.Katalazin indirgeyici aktivitesi
hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere karsidir.Biiyiik
molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez.Diisiik hizlarda, hidrojen peroksidin olustugu
durumlarda veya ortamda yiiksek miktarlarda elektron alicisi bulundugunda peroksidatif

reaksiyon ile;

H,0,+ AH, —» 2H,0 + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiliksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (58,59).

3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest radikallerin
hiicre i¢inde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu 6nleyen en 6nemli
endojen mekanizmalardandir.intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiglii thiol bilesigidir.
GPx enzimi, glutatyondan ayirarak H>O>’yi suya dondistiiriir, selenyuma bagl sitoplazmik bir
enzimdir, H20>'yi detoksifiye ederek su ve okside glutatyona doniistiiriir (60).

H20; + 2GSH — GSSG + 2H20

13



GPx'in antioksidan aktivitesini goOstermesi, hiicre i¢inde yeterli konsantrasyonda
glutatyon rediiktaz, GSH ve nikotinamid adenindiniikleotid bulunmasina baghdir.Glutatyon
peroksidaz sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik yapidadir.Glutatyon
peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.Ayrica Fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) ad1 verilen bir enzim monomerik yapidadir
ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger (60).

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H20

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz membrana bagli en énemli antioksidan
olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona kars1 korur. GSH-Px'in fagositik
hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir.Diger antioksidanlarla birlikte GSH-PX, solunum
patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar

gormesini 6nler (61).

4.Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimdir, hem sitozolde hemde mitokandride bulunur,
koenzimi NADPH ve prostetik grubu FAD’dir. GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniistimiinii su sekilde katalize eder (62).

5.Glutatyon (GSH)

GSH, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki en 6nemli antioksidan
bilesiktir.Karaciger basta olmak iizere pek c¢ok dokuda glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenir.Sentezde y-glutamil sistein sentaz ve GSH sentaz enzimleri katalizordiir.

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doéniisiimiiniin  engellenmesinde  rol
alir.Ayrica proteinlerdeki siilfhidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu da saglar.GSH eritrositleri, lokositleri ve g6z mercegini oksidatif strese karsi
korumada hayati oneme sahiptir. GSH homeostazi icin diyette yeterli protein alinmasinin
gerekli oldugu ve enteral veya parenteral alinan sistin, metiyonin ve N-asetilsistein’in GSH
biyosentezinde sisteinin prekiirsorii olarak 6nemli rol oynadigi ¢esitli deneysel ¢aligmalarda
gosterilmistir.Yasamsal fonksiyonlarda 6neme sahip GSH’nin hayvan ¢aligmalarinda yeterli
konsantrasyonlarda lenfositlerin ve ince barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu i¢in gerekli
oldugu belirtilmistir.Spermatogenez ve sperm olgunlagsmasinda énemli rol oynadigi, influenza
enfeksiyonunu inhibe ettigi, T-lenfositlerin, PMNL’lerin ve sitokinlerin aktivasyonu i¢in
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gerekli oldugu ve immiin sistemin 6nemli bir eleman1 olarak fonksiyon gosterdigi ortaya
konmustur.Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin oksidatif strese yol actigin1 ve Alzheimer,
Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklari, kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, AIDS, kanser,
koroner kalp hastaligi, inme, diyabet gibi pek c¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya

koymaktadir (63).
B-Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E yagda eriyen cok gii¢lii bir antioksidandir, hiicre zar1 fosfolipitlerinde
bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattini
olusturur.Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit
radikallerini ve diger radikalleri indirger.Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonu, vitamin
E’nin zincir kiricr etkisiyle sonlandirilabilir.Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda
kendisi radikal formuna doniigse de, askorbik asit, GSH ve koenzim Q10 (ubikinon)
tarafindan tekrar aktif haline dondiiriiliir. Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da 6nemli
rol oynar; selenyumun organizmadan kaybini Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacini azaltir.Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldig1 ve vitamin E
ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin
biliyiimesini Onledigi gosterilmistir (63).Olusturdugu bu koruyucu reaksiyonlar sirasinda
kendisi radikal formuna doniisse de, askorbik asit, glutatyon ve koenzim Q10 (ubikinon)
tarafindan tekrar aktif haline dondiiriiliir.Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da énemli
rol oynar; selenyumun organizmadan kaybini Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacini azaltir.Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldig1 ve vitamin E
ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasimi ve tiimoriin

biiylimesini onledigi gosterilmistir (64).

2.Vitamin C (askorbik asit)

Vitamin C, suda ¢oziinen en giiclii antioksidan molekiildiir.insanlarda sentez
edilmediginden diyetle alinmasi gerekir.Organizmada kolayca dehidroaskorbik aside
oksitlenebilir.O2", HO", singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlari etkisizlestirir.C
vitamini kornea, lens, akéz hiimdr, adrenal, hipofiz, beyin, kalp, karaciger, dalak, bobrek ve
pankreasta yiiksek miktarda bulunur.Yesil renkli taze sebze, meyve ve turunggiller 6nemli C
vitamini kaynaklaridir.C vitamini antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de gosterir.Askorbik

asit proteine bagl ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
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reaksiyonunda H.O: ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OH") olusturmaya uygun
ferr6z demire donistiiriir.Bu 6zelliginden dolayr vitamin C, serbest radikal reaksiyonlarinin
onemli bir katalizorii veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.Ancak bu tip etkisinin sadece
diistik konsantrasyonlarda goriildiigii, yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak

etki ettigi kaydedilmistir.Vitamin C’nin fagositoz i¢in de énemli oldugu gésterilmistir (65).
3.Urik asit

Piirin metabolizmasinda son iiriin olarak olusan {irik asit, insan dokularinda tirat
oksidaz bulunmadig1 icin birikir.Urik asit singlet oksijen, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI

icin gii¢lii bir temizleyicidir ve endojen bir antioksidan olarak kabul edilir (66).
4.Melatonin

Kimyasal olarak N-asetil-5-metoksitriptamin olarak bilinen melatonin hormonu, ilk
olarak 1958 yilinda Lerner ve arkadaglar tarafindan sigir pineal bezinden izole edilmis olan
dogal bir norotransmitterdir (67,68).Pineal bez (epifiz bezi) tarafindan sirkadiyen ritimde,
karanlikta salgilanan bir hormondur (69).Pineal bez kan-beyin bariyerinin disinda oldugundan
iiretilen melatonin direkt olarak kan dolasimina oradan da viicuttaki biitiin biyolojik sivilara
ve dokulara dagilir.Yapilan analizlerde, bircok dokuda ve viicut sivisinda (beyin omurilik
stvist, tiikiirtik, lenf, amniotik sivi, idrar, sperm, retina ve siyatik sinir) melatoninin varlig
tespit edilmistir.Ayrica bu hormon anneden fetusa plasental yolla gegerken yenidoganda ise
stit vasitasiyla gegmektedir (69).

Reseptor cesitliligi sayesinde melatonin farkli dokularda, farkli islevler gorebilen, ¢cok
yonlii bir molekiil olarak dikkat ¢cekmektedir.Islev ve etkileri arasinda su ana kadar 6n plana
¢ikmig olanlar arasinda; kronobiyolojik diizenleyici, immiin destekleyici, anti-kanserojenik
etki, kan basinci diizenleyici, antioksidan olma 6zelligi, lireme fonksiyonlart diizenleyici,

uyku diizenleyici olmasi sayilabilir (70,71).

2.6. Lipid Peroksidasyonu

Lipidlerin oksidatif yikimidir.Serbest radikaller hiicre membranlarindaki lipidlerden
proton calar ve bu islem hiicre hasar1 ile sonuglanir.Bu islem bir serbest radikal zincir
reaksiyon mekanizmasi ile devam eder.Cogunlukla ¢oklu doymamis yag asitleri
etkilenir.Bunlar ¢ift baglar icerir ve baglarin arasinda metilen (-CH2) gruplar1 vardir.Bu
gruplar reaktif hidrojenlere sahiptir.Reaksiyon ii¢ ana basamaktan olusur: baslama, ilerleme
ve bitis.Baslama basamaginda; yag asid radikali tiretilir.Canli hiicrelerde baslaticilar siklikla

hidroksil radikali (OH") gibi reaktif oksijen tiirleridir.Bunlar hidrojen atomu ile birleserek su
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ve bir yag asid radikali olusturur (72).Ilerleme basamaginda; kararsiz yapidaki yag asid
radikali, molekiiler oksijen ile hemen reaksiyona girerek, peroksil-yag asid radikali
olusturur.Bu radikal anstabildir.Bir baska yag asidi ile reaksiyona girerek farkli bir yag asidi
radikali ve bir lipid peroksidi veya kendisi ile reaksiyona girdiyse bir halkasal peroksit
olusturur.Yeni yag asid radikalleri ayn1 bi¢imde reaksiyona girdik¢e bu dongii devam eder
(72).Bitis basamaginda; bir radikalin reaksiyona girmesi, her zaman bir bagka radikal
olusturur. Bu nedenle bu isleme zincir reaksiyon mekanizmasi denir.iki radikal reaksiyona
girip bir non-radikal tiir olusturduklart zaman radikal reaksiyonu durur.Bu olay iki radikalin
carpisma olasihigmin yiikksek oldugu radikal tiirlerin konsantrasyonunun yiiksek olmasi
durumunda gergeklesebilir (72).Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan iiriinlerden bir tanesi
malondialdehit (MDA)’dir. MDA, odlgiilebilen bir iirtindiir.Oksidatif streste SOD ve CAT
enzimleri yetersiz kaldiginda SOR’un etkilerini hiicre ve organel membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatarak gostermektedir. MDA, oksidatif stresin spesifik bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (60).Meme kanseri hastalarinda plazma MDA diizeyleri anlamli

bi¢imde yiiksek bulunmustur (73).

2.7.7. 12-DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ilk olarak 1921 yilinda kanserojen
maddeler olduklart tespit edilmistir. Bu maddelerin 6zellikle karsinojenezisin baslangig
agsamast ile ilgili role sahip oldugu iizerinde durulmustur (74).PAH’lar degisik dokularda ve
hayvan tlirlerinde tim6r meydana getirebilmektedirler.Bu etkilerini immiin sistemin
aktivitelerinin inhibe ederek, immiin sistemi baskilayarak, immiinotoksik etki gdstererek ve

serbest radikaleri olusturarak da yapabilmektedirler (75).

CHs

CHj

Sekil 3: DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen) (76)

17



7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) kanserojen bir madde olup, deneysel meme
tiimorleri olusumu ve deri kanseri ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Sekil 3) (76).Indirek etkili
bir karsinojen olarak, DMBA’nin sitokrom p450 enzim sistemi tarafindan metabolize edilerek
diol epoksit ve artmis intraselliiler oksidasyona neden oldugu bilinen diger reaktif oksijen
tirlerine doniistimiinii gerektirmektedir (77).DMBA gibi maddeler, DNA’nin yapisini bozarak
ve lipit peroksidasyonuna neden olarak, hiicrede hidroksil ve siiperoksit anyon radikalleri gibi

radikallerin olusmasina neden olur (78).

2.8. Kakule
2.8.1. Kakule’nin Tarihgesi ve Giinliikk Hayattaki Kullanim Yerleri

Eletteria cardamomum (cardamom, maton) iilkemizde ‘“kakule” adi ile bilinir ve
Zingiberaceae ailesindendir (79).Giiney Asya kokenli, ¢ok yillik, ¢alimsi, 2-4 m boylu, biiyiik
yaprakli, beyaz ¢igekli, rizomlu bir bitkidir.Hindistan, Sri Lanka, Laos, Cin, Endonezya,
Malezya, Guatemala, Kosta Rika ve El Salvador’dan saglanmaktadir.Meyveleri 7-15 mm
uzunlukta ve 6-8 mm genislikte, ti¢ koseli, oval, sari-yesil kapsiilliidiir.Her meyvede 3 mm
uzunluk ve 2 mm genislikte, koseli, kirmizimsi siyah, 15-20 adet tohum bulunur.Agartilmis
meyveler krem-beyaz renklidir.Tatlimsi, aromatik, keskin, kafursu-sineolik, baharli bir
kokusu vardir.Yakici, acimsi, hos bir lezzete sahiptir.Baharati ugucu yag, sabit yag ve recine
icerir.100 g baharatta 311 kcal enerji, 8.3 g su, 10.8 g protein, 6.7 g yag, 68.5 g karbonhidrat,
11.3 g lif, 5.8 gkiil,, 178 mg P, 1119 mg K, 18 mg Na, 7 mg Zn 383 mg Ca, 14 mg Fe, 229
mg Mg ve 1 mg Niasin bulunmaktadir.Ugucu yag a-terpinil asetat (% 28-34), 1,8-sineol (%
25-45), jeranil asetat, a-terpineol, nerolidol, nerol, linalol, linalil asetat, , neril aseta, borneol,
metil heptenon, neril asetat ve monoterpenlerden olusmaktadir (80).Kolinerjik ve Cat++
antagonisti oldugundan dolay1 anti-hipertansif ve fibrinolitik 6zellik gdsterir, muskarinik
reseptor blokajindan dolay1r antispazmotik, antioksidan olarak glutatyon diizeylerini
artirir.Istah agic1 ve gaz soktiiriicii etkiye sahip olup Cin de her derde deva olarak
bilinmektedir.Yakin Dogu iilkelerinde kakule tohumu kahve tohumu ile birlikte toz edilerek
kakuleli kahve hazirlanmaktadir (79).Halk tibbinda agiz kokusunu giderici, bulanti ve
kusmay1 kesici, sara (epilepsi) hastaligini tedavi edici, zihne kuvvet verici, nezleyi sokiicii ve
hazimsizhig1 giderici olarak kullanilmaktadir (81,82).Jamal ve ark (83).kakule petrol eter
ekstresinin ranitidinden daha aktif olarak gastroprotektif etkiye sahip oldugunu, Suunetha ve
Krishnakantha (84) ise trombosit agregasyonunu Onleyici aktivite gosterdigini
bildirmislerdir.Kakule’nin kas tutulmalar1 ve bas agrisi lizerinde etkili oldugu bazi alternatif

tedavi sitelerinde ileri siiriilmektedir (82).
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2.8.2.Kakule’nin Genel Ozellikleri

2.8.2.1. Botanik Ozellikleri

2.8.2.1.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Familya: Zingiberaceae

Cins: Cardamomum

Tur: Eletteria cardamomum

Resim 4: Kakule bitkisi (85)
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Resim 5: Kakule Bitkisinin Tohumu (86)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

-7,12 Dimetil benzaantrasen Sigma

- 1,1,3,3 tetrametoksipropan Sigma

- Bakur stilfat CuS0Og4 .5H,0 Sigma

- 2-[2-Tiyobarbitiirik asit] TBA Merck

- Etilendiamin tetraasetik asit Na2EDTA Sigma

- Disodyum hidrojen fosfat Na;HPO4.12H,0 Merck
- Sodyum dihidrojen monofosfat NaH2PO4 Merck
- Dipotasyum hidrojen fosfat K2HPO4 Merck

- Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO4 Merck
- Folin-Ciocalteu Fenol ayiract Sigma
- Hidrojen peroksit H202 Merck
- Lauril siilfat SDS Sigma
- n-Butanol 1-Butanol Merck
- Piridin Merck
- Sodyum hidroksit NaOH Merck
- Sodyum karbonat Na:CO3 Merck
- Sodyum kloriir NaCl Merck
- Sodyum potasyum tartarat Na-K tartarat Sigma
- Tris baz Sigma
- Tris hidroklorit Tris-HCI Sigma
- Hidroklorik asit HCI Merck
- Formaldehit HCHO Sigma
- Etanol C2HsO Sigma
- Asetik Asit CH3COOH Sigma
- Ksantin Sigma
- CAPS Sigma
- Ksantin oksidaz Sigma
- lIodonitrotetrazolium kloriir INT Sigma

3.2. Kullanilan Geregler

- Derin Dondurucu Samsung
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- pH metre Hanna Instruments

- Hassas Terazi Radwag

- UV Spektrofotometre Shimadzu
- Buz Makinesi Scotsman
- Distile su cihazi Merck

- Manyetik Karistirici Mtops

- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi

- Kronometre

- Lam

- Lamel

- Meziir (25ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml)
- Mikroskop

- Operasyon Takimi

- Otomatik pipet, pastor pipeti

- Sogutmali santrifiij Hettich
-Su Banyosu

-Vorteks

3.3. Deney Hayvanlan

Meme kanseri modeli i¢in 28 adet 40 giinliik Wistar-Albino cinsi disi kullanildi.
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Unitesi’nden temin edildi.Deneylere baslamadan 6nce Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'nun onayr alindi (2017/02-01).Tiim deneysel
islemler Helsinki Deklerasyonu’nda belirtilen Onerilere uygun olarak gercgeklestirildi
(87).Hayvanlarm bakimi ve deneysel uygulamalar Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Unitesi'nde gerceklestirildi.Ratlarm bakimi
havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 06zel olarak hazirlanmis ve her giin altlan
temizlenen kafeslerde, %30-70 nem, 21 °C ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda
stirdiiriildii. Ratlar standart pellet yem ile beslendi. Su ise paslanmaz gelik bilyeli biberonlarda
normal ¢esme suyu olarak verildi.Siganlarin yem ve su ihtiyaglari sinirsiz (ad libitium) olarak

saglandi.
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3.3.1. Deneysel Meme Tiimori Modelinin Olusturulmasi

Literatiirde yapilmis benzer c¢alismalar incelenerek ve istatiksel olarak
degerlendirilebilir sonuglar elde etmek i¢in toplam 28 adet deney hayvani ile galisildi. Kontrol
grubu i¢in 8, DMBA ve DMBA+Kakule gruplarinin her biri igin 10’ar adet deney hayvani ile
deneyler gergeklestirildi. DMBA grubuna; zeytin yagi igerisinde ¢oziilerek hazirlanan DMBA
(Sigma, Katalog No:SLBS6093) 1 ml/kg viicut agirligina tek doz olarak periton bosluguna,
intraperitonal olarak enjekte edildi.Kontrol grubuna ise sadece zeytin yagi (0.8 ml/kg viicut
agirhigina, tek doz) intraperitonal olarak enjeksiyonu yapildi. DMBA+Kakule grubuna; Kakule
tohumlar1 Mardin Kervan kuruyemis firmasindan satin alinan 6giitiilmiis kakule tohumlari toz
halinde igme suyu igerisinde 0,8 mg/kg/gin dozunda 90 gin boyunca
uyguland. DMBA+Kakule grubuna, Kakule ve DMBA iki saat arayla uygulandi.Operasyon
esnasinda veya sonrasinda antibiyotik profilaksisi yapilmadi.Operasyon sonrasi hicbir
kafesten 6len rat olmadi.Caligmanin geri kalan boliimiinde de hi¢ hayvan kaybedilmedi.

Caligma gruplar 6zetlendiginde;

Grup 1 (kontrol grubu, n:8): DMBA’ nin ¢oziiciisii olarak olusturulmus 0.8 ml/kg
zeytin yag1 tek doz olarak intraperitonal yol ile verilip 90 giin sonra sakrifiye edildi.

Grup 2 (DMBA, n:10 ): Bu grupda ratlara bir kez olmak iizere her hayvana viicut
agirhgmin oraninda zeytin yagi ig¢inde ¢Oziinmiis ve 1 ml/kg hacminde verilen DMBA
enjeksiyonlari intraperitonal yol ile verilip ve 90 giin sonra sakrifiye edildi.

Grup 3 (DMBA+kakule, n:10): Zeytin yag: i¢inde ¢dziinmiis ve 1 ml hacminde
verilen DMBA tek doz halinde i.p. verildikten iki saat sonra 0.8 ml/kg dozda ogiitiilmiis
Kakule tohumu hayvanlarin igme sularina birakildi.Kakule 0,8 mg/kg/giin dozunda 90 giin

boyunca verildi.

3.3.2. Hayvanlarin Genel Durumlarinin Takibi

Hayvanlarin agirliklar: 6l¢imii enjeksiyon islemlerin basladig: tarihten itibaren alindi

ve 90 giin boyunca takip edildi ve 90. giinde son agirliklar 6l¢iildii.

3.3.3. Sakrifive islemi ve Orneklerin Alinmasi

90 giliniin sonunda tiim hayvanlara 50 mg/kg ketamin hydrochlorid (Ketalar,
Eczacibagi, Tiirkiye) ile genel anestezisi uygulandi.Anestezik madde sonrasi hayvanlarin
uyumasi i¢in yaklasik 1 dakika beklendi.Daha sonra hayvanlar sakrifiye edildi ve meme

dokulart ¢ikarildi.Dokular biyokimyasal analizler i¢in uygun kosullarda saklandi.

23



24



25



K: | L:
Resim 6:Deney Asamalari

A: Ratlarin boylarinin 6l¢iimleri B: Ratlarin deney oncesi kilolarimin dlg¢iilmesi C: Kirk
glinliik ratlarin goriintillenmesi D: Ratlara 7-12 DMBA nin verilmesi E: Ratlara zeytin yagi
enjeksiyonu F: 7-12 DMBA kimyasali G: Kanser modeli olusturulmasindan yirmi giin sonrasi
meme dokusu etrafinda goriilen kizariklik H: Kanser modeli olusturulmasindan otuz giin
sonrast meydana gelen hiicre ¢okiintiileri I: Kanser modeli olusturulmasindan kirk giin sonrasi
meydana gelen kitle olusumu J: Kanser modeli olusturulmasindan altmis giin sonrasi Kitle
biliylimiis meme ucunun igeri ¢ekilmesi ve tiimor hiicresinin sisip 6dem olusturmasi K: Kanser

modeli olusturulmasindan doksaninci giin timor hiicresinin ¢ok sismesi sonucu olusan 6dem
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ve deri kanseri olusumu L: Kanser modeli olusturulmasindan doksan giin sonrasi kanli

parcalanma

3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Homojenat hazirlama

Dokularin homojenize islemine gegmeden dnce dokulara 1 gr 3 hacim (hacim/agirlik)
%1,15 KCI ¢6ziinme saglamak amaciyla eklendi.Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk
boyunca homojenize edildi.Enzim aktive kaybin1 énlemek amaciyla drnekler buz dolu kiivete
yerlestirildi.Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve
iistteki slipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere ayrildi.Ayrilan siipernatantlardan protein,

SOD, CAT ve MDA 6l¢timleri yapildi.

3.4.2. Protein diizeyinin tayini

Protein miktar1 6l¢gtimii Lowry metoduna gore yapildi.Bu metod, proteinin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat kompleksini molibden mavisine
indirgemesi prensibine dayanir.Reaksiyon bakir (Cu?*) ile belirginlestirilir (3).
Ayrraclar
A ¢ozeltisi:

1. %2 Na,COs3
2. 29 NaxCOs
3. 0,1 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlanir.
4. B Cozeltisi:
B1 ve B2 ¢ozeltilerinden olusur.
B1 Cozeltisi:
a) %21 CuS04.5H20
b) 1g1 CuS04.5H20
c) Safsuile 100 ml’ye tamamlanir.
d) B2 Cozeltisi:
a) 2g Na-K
b) %2 Na-K tartarat
c) Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
C Cozeltisi : (Glinliik hazirlanir)
50mlA+1mlB(0,5mlB1+0,5ml B2) karistirilir.
D Cozeltisi : (Giinliik hazirlanir)
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Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir.

Standart Egrinin Cizimi Stok standart icin 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir.
Hazirlanan stok standarttan 5 ml alinip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150
ug/ml konsatrasyon elde edilir.Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’lik
konsatrasyonlar elde edilerek 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir.Bu verilere gore

konsantrasyon-absorbans egrisi ¢izilir ve her numune 6l¢iimiinde standart egri tekrarlanir.

Tablo 2: Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Tiip no Kor 1 2 3 4 5
Konsantrasyon 0 30

(ng/ml) 60 90 120 150
Standart bovin - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
albumin (ml)

Serum fizyolojik (ml) | 0.3 - - - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 B 3

15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karsi okunur.
0,2
0,18 -
0,16 -

0,14
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06
0,04 -

0,02 A

0 { T T T 1
0 30 60 90 120 150

Konsatrasyon (ug/ ml)
Sekil 4: Protein standart egrisi
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Yontem: Dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak igin ii¢ tiip

alinir ve ¢ozeltiler agagidaki tablodaki gibi tiiplere konulur.

Tablo 3: Doku 6rneginde protein tayini igin tiiplerin hazirlanisi

Kér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3

15 dakika oda 1sisinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karst okunur.
Hesaplama
Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilagtirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir.

3.4.3. Malondialdehit (MDA) diizeyinin tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile ornegin 90-95 C°’de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’ nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir.Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantilidir.532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (3).
Ayrraclar
1. %8.1'lk
SDS Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 8.1 g
Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

2. %20'lik

Asetik Asit (HAc) Asetik asit 20 ml

Saf'ile 100 ml’ye tamamlanir. (NaOH ile pH: 3.5 ayarlanir)
3. %0.6'lik

TBA Tiyobarbitiirik asit (TBA) 0.6 g
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Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.
4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (14/1)

n-Butanol 14 ml

Piridin 1ml
5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi Standart egri ¢izimi yapilirken stok standarttan 6,6 pl alinip 100

ml’ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart hazirlanir.Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100
nmol/ml  konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir. Ayraglar tiiplere asagida

belirtildigi sekilde ilave edilirler.

Tablo 4: MDA standart egri ¢izimi igin tliplerin hazirlanis

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1 SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
%20 HAC (ml) 15 15 1.5 1.5 15 1.5 1.5
%0.8 TBA (ml) 15 15 1.5 1.5 15 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 07 | 07 | 07 0.7 0.7 0.7
Vortekslenir, 95 °C’de dakika inkiibe edilir, sogutulur
Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
n-Bu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Tiipler nBu/Pri ilavesinden sonra vortekslenir.Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir, tistteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans fotometrik olarak

okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 5).
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0.25

0.2

0.15

0.1

Optik Dansite (532nm)

20

Sekil 5: MDA standart egrisi grafigi

60

Konsantrasyon(nmol/ml)

100 120

Yontem: Ornek galismast i¢in yukaridaki tabloda verildigi gibi tiipler belirli hacimde

hazirlanir, siipenatant alinir ve MDA tayini yapilir. Ayrintili bilgi tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5: Dokuda MDA diizeyinin tayini igin tiiplerin hazirlanisi

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)
Standart (60 nmol/ml) - 0.1ml -
Siipernatant - - 0.1ml
SDS 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5 ml
TBA 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su 0.8 ml 0.7ml 0.7ml
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 °C’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur
Saf su 1ml 1ml 1ml
n-Bu/Pi 5ml 5ml 5ml

Cozeltiler vortekslenir.Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, tstteki

organik kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur.Sonug standart egrisinden veya giinliik

standarttan degerlendirilir.
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Hesaplama
nmol/ml olarak 6l¢iilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)= MDA degeri (nmol/ml)

protein (mg/ml)

3.4.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini

SOD, oksidatif enerji tiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir.Bu yontem, ksantin ve ksantin
oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4- nitrofenol]-5-
feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi
esasina dayanmaktadir (3).

Ayiraclar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH:10.2)
0.94 mM EDTA 0,035¢

50.00 mM CAPS 1.1065 g
Doymus NaOH 1.1l

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

2. Substrat Karigimi
INT 0,001264 ¢

0.05 mM Ksantin 0,00076 g

CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 pul
Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.
5. 0.01 M Fosfat tamponu pH 7.0

NaH2PO4 0,073 g

NazPO4 0,0553 g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.
6. Standart (S6): 5.6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidir.
7. Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak hazirlanmis

SOD standard1 10 ml bidistile su ile sulandirilir.Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
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diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 6’daki gibi hazirlanir.2-8 °C’de saklandiginda
2 hafta siireyle dayaniklidir.

Tablo 6: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD deriGimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)
S5 6 ml S6 5ml 2.8
S4 5ml S5 5ml 1.4
S3 5ml S4 5ml 0.7
S2 3ml S3 5mi 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)
Yontem
SOD aktivite tayini i¢in, drnek dokularindan hazirlanan siipernatanttan aktivite tayini

yapilir.

Tablo 7: SOD standart egri ¢izimi igin kuvars kiivetlerin hazirlanisi

Kor (ul) Standart(pl)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi1 850 850

Kiivetler iyice karigtirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin ve standartin 37 °C'de, 505 nm
dalga boyunda havaya karsi baslangic absorbanslari (A1) okunur.Ayni anda kronometre
calistirllarak 3 dakika sonra son absorbanslar1 (A2) tekrar okunur.

Hesaplama: Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon
olarak kabul edilir ve degeri %100 olarak alinir.Tim standartlar i¢in % inhibisyon degeri

bunlara ait caligma kdriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.
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AA/dak. standart =A2-Al / 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

AA calisma korii

Hesaplama yapildiktan sonra X yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logoritmik
dontigiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir (Sekil 6).

[0s]
[en]

70
73,07
60 7 63,46
g 50
9 46,16
R 40 -
e 30,76
< 30 -
5
° 20
13,47 10 -
-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75
Konsantrasyon(nmol/ml)
Sekil 6: SOD standart egrisi grafigi
Ornek Calismasi
Tablo 8: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi
Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 baslangi¢ absorbans (A1) okunur.3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

34




Hesaplama
AA/dak. standart = A2-Al / 3 dakika
% inhibisyon standart = 100 -AA/dak standart x 100

AA calisma korii
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanarak bulunur.U/ml biriminden 6l¢iilen SOD spesifik aktivitesi U/mg protein olarak
verilmistir.
SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = SOD degeri (U/ml)
Protein (mg/ml)

3.4.5. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Katalaz, H202’ nin yikimmi katalize eder.H202’ nin CAT tarafindan yikim hizi,

H202’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak 6lgiiliir

(3).

Ayrraclar

1. 1M Tris-HCI, 5mM Naz EDTA tamponu, pH 8.0
Na2 EDTA 0.1461 ¢

Tris-Baz 5.358 g

Tris-HCI 8,787 ¢

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K2HPO4 6.723 ¢
KH2PO4 8.344 ¢
Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.
3.10 mM H20;

%30’luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 pl saf suyla tamamlanir.
4 Stabilize edici ¢ozelti

merkaptoetanol 0.05 ml

%10’luk Na2EDTA ile 10 ml'ye tamamlanur.
5.Etanol (%95°lik)
Y ontem

Dokularindan hazirlanan siipernatantin her 1 ml'sine 20 pl gelecek sekilde %95'lik

etanol koyulur ve enzim aktivite tayini yapilir.Deneye baslamadan once, giinliik olarak

hazirlanan 10 mM H20: konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile
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kontrol edilir.Bunun i¢in fosfat tamponu 1:10 oraninda saf su ile sulandirilir, Iml’lik kiivete
900 pl konur ve havaya kars1 230 nm dalga boyunda okunarak absorbansi kaydedilir (OD1
Olgiilen fosfat tamponun igine hazirlanan 10 mM’lik peroksitten 100 pl konur ve havaya kars1
ayn1 dalga boyunda okunarak absorbansi kaydedilir(OD2).0D2- OD1=0.071 oldugunda,

hazirlanan peroksitin konsantrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida gosterilen

prosediirde baslanir.

Tablo 9: Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

Kor (ul) Numune (ul)
1M Tris-HCI, 5mM Naz; EDTA tamponu,pH 8.0 50 50
10 mM H202 - 900
Saf su 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Omnek (sulandiriimis) 20 20

Olusan tepkime 1 cm 151k yolu kuvars kiivetlerde, 37 °C'de 230 nm'de 0., 2.5., 5.
dakikalardaki absorbans degerleri Olciilerek izlenir.Dogrusal artis gosteren zaman araligindaki
optik dansite (OD) degerleri kullanilarak CAT enzim aktivitesi 6l¢iiliir.

Hesaplama

CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x VT (1 ml)
0.071 x VH (0.02 ml)
AOD : Optik dansite degisimi

VH: Siipernatant hacmi
VT: Toplam hacim
0.071 : 10 mM H202 yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen CAT spesifik aktivitesi U/mg protein olarak verilmistir.
CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT degeri (U/ml)

protein (mg/ml)

3.5. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizin hesaplanmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

22.0 kullanildi.Sonuglarin normal dagilimma uygunlugunu tespit etmek igin One-Way
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ANOVA testi yapildi.Biyokimyasal verilerin degerlendirilmesi ve gruplar arasindaki farklarin
incelenmesi i¢in Non Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki bagimsiz grup arasindaki farkin
degerlendirilmesinde Mann- Whitney U testi, deney Oncesi ve sonrasi Olgiilen viicut
agirliklarinin degisimini test etmek i¢cin Wilcoxon testi kullanildi.Her {i¢ test i¢inde p<0,05

degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
Bu calismada, 7,12-DMBA ile ratlarda tiimor gelisimi ve Kakule’nin koruyucu etkisi

biyokimyasal olarak degerlendirildi.

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

4.1.1. Meme dokusu SOD aktivitesi

Tablo 10: Tim Gruplarin Meme Dokusunda SOD Aktivitesi

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol DMBA DMBA+Kakule
1 0,1248 0,1501 0,3824
2 0,3925 0,0376 0,3001
3 0,2311 0,0953 0,3792
4 0,4861 0,0262 0,1216
5 0,1145 0,0266 0,2412
6 0,1436 0,0397 0,1440
7 0,2412 0,0080 0,3018
8 0,3210 0,0900 0,1516
9 0,0408 0,2210

10 0,0321 0,1009

4.1.2. Meme dokusu CAT Aktivitesi

Tablo 11: Tiim Gruplarin Meme Dokusunda CAT Aktivitesi

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol DMBA DMBA+Kakule
1 0,3738 0,0178 0,4173
2 0,5547 0,0185 0,4194
3 0,3095 0,0171 0,2995
4 0,3384 0,0104 0,3779
5 0,2883 0,0246 0,5231
6 0,3074 0,0089 0,5847
7 0,4563 0,0214 0,1450
8 0,5315 0,0159 0,1263
9 0,0278 0,2148

10 0,0118 0,6242
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4.1.3. Meme dokusu MDA Diizeyleri

Tablo 12: Tiim Gruplarin Meme Dokusunda MDA Diizeyleri
MDA Diizeyleri (nmol/mg protein)

1 0,6923 9,5298 0,7262

3 0,7142 11,2109 0,8416

5 0,9753 9,0833 0,7438

7 0,7623 9,5503 0,2999

9 9,4797 0,3425

4.1.4. Viicut agrhklari
Tablo 13: Deney Oncesi Tiim Gruplardaki Viicut Agirhiklari

Viicut Agirliklari(g)

1 106 108 112

3 112 126 120

5 127 128 129

7 128 111 108

9 107 132



Tablo 14: Deney Sonundaki Tiim Gruplardaki Viicut Agirliklart

Viicut Agirliklari(g)

Rat No Kontrol DMBA DMBA+Kakule
1 244 187 212
2 240 204 210
3 221 215 214
4 236 250 226
5 258 210 210
6 226 225 226
7 235 238 215
8 204 231 209
9 200 204

10 226 207

4.2. Meme Dokusunda Biyokimyasal Analizlerin istatiksel Sonuglari

Tiim gruplardaki hayvanlarin meme dokusunda 6l¢iilen CAT ve SOD aktiviteleri ile

MDA diizeyleri ile ilgili istatiksel sonuglar Tablo 14-16 ve Sekil 6-8’de gosterildi.

4.2.1. Meme Dokusunda SOD istatiksel Sonuclari

Tablo15: Tiim Gruplarda Meme Dokusu SOD Aktivitesinin Istatistik Sonuglar

SOD (U/mg protein)
GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 0,256+0,134* 0,11-0,49
GRUP 2 (DMBA) 10 0,054+0,043** 0,01-0,15
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 0,234+0,104*** 0,10-0,38

*, ** Kontrol ve DMBA gruplar arasinda SOD aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptand1 (p=0,000) (p<0,05).

* **% Kontrol ve DMBA+kakule gruplari arasinda SOD aktivitesi yoniinden istatiksel olarak
anlamli farkliliklar saptanmadi (p=0,762) (p>0,05).

*x k% DMBA ile DMBA-+kakule arasinda SOD aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlaml
farkliliklar saptandi (p=0,000) (p<0,05).
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Sekil 7: Gruplar aras1 SOD aktiviteleri

4.2.2. Meme Dokusunda CAT Diizeylerinin istatiksel Sonuclari

Tablo 16: Tiim Gruplarda Meme Dokusu CAT Aktivitesinin Istatistik Sonuglari

CAT (U/mg protein)

GRUP ADI N Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 0,395+0,105* 0,29-0,55
GRUP 2 (DMBA) 10 0,017+0,006** 0,01-0,03
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 0,373+0,175***  0,13-0,62

*, ** Kontrol ve DMBA gruplar arasinda CAT aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,000) (p<0,05).

* *#** Kontrol ve DMBA+kakule gruplari arasinda CAT aktivitesi yoniinden istatiksel olarak
anlamli farkliliklar saptanmadi (p=0,897) (p>0,05).

*x Fxk DMBA ile DMBA+kakule arasinda CAT aktivitesi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,000) (p<0,05).
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Sekil 8: Gruplar aras1 CAT aktiviteleri

4.2.3. Meme Dokusunda MDA Diizeylerinin istatiksel Sonuclar

Tablo 17: Tiim Gruplarda Meme Dokusu MDA Diizeylerinin Istatistik Sonuglar1

MDA (nmol/mg protein)

GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 0,822+0,133* 0,65-0,99
GRUP 2 (DMBA) 10 8,648+2,241** 3,32-11,21
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 0,524+0,273***  0,10-0,91

*, ** Kontrol ve DMBA gruplar1 arasinda MDA diizeyi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,000) (p<0,05).

* *#% Kontrol ve DMBA-+kakule gruplari arasinda MDA diizeyi yoniinden istatiksel olarak
anlamli farkliliklar saptandi (p=0,027) (p<0,05).

*x xdx DMBA ile DMBA-+kakule arasinda MDA diizeyi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (p=0,000) (p<0,05).
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Sekil 9: Gruplar aras1t MDA diizeyleri

4.2.4. Viicut Agirhik istatiksel Sonuclar:

Tablo18: Deney Oncesi (Sifirinci. Giin) Tiim Gruplarda Viicut Agirliklarmin Istatiksel
Sonuglari

Viicut Agirhiklar (g)
GRUP ADI n Ort+ SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 120+7,96* 106-128
GRUP 2 (DMBA) 10 118+8,36* 107-130
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 119+8,12* 108-132

*Deney oncesi Kontrol, DMBA ve DMBA-+kakule gruplar1 arasinda viicut agirligi yoniinden
istatiksel olarak anlaml farkliliklar saptanmadi (p=0,423) (p>0,05).
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Sekil 10: Deney Oncesi(Sifirinct Giin) Gruplar Arasi Viicut Agirliklart

Tablo19: Deney Sonrasi (90.Giin) Tiim Gruplarda Viicut Agirhiklarmin Istatiksel Sonuglari

Viicut Agirhiklar (g)
GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 233+16,2* 204-258
GRUP 2 (DMBA) 10 218+19,0** 187-250
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 213+7,4%** 204-226

*,** Kontrol ve DMBA gruplar arasinda viicut agirlig1 yoniinden istatiksel olarak anlaml
farkliliklar saptanmadi (p=0,122) (p>0,05).

* *#** Kontrol ve DMBA-tkakule gruplari arasinda viicut agirligi yoniinden istatiksel olarak
anlamli farkliliklar saptand1 (p=0,012) (p>0,05).

*x #xk DMBA ile DMBA+kakule arasinda viicut agirligi yoniinden istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptand1 (p=0,529) (p<0,05).
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Kontrol DMBA DMBA+Kakule
Sekil 11: Deney Sonrasi(90.Giin) Gruplar Arasi Viicut Agirliklar

Tablo 20. Her bir grubun deney o6ncesi (sifirmer giin) ve deney sonrasi (90. giin) Slgiilen

viicut agirliklariin karsilastirilmasi (Wilcoxon Test) ile ilgili istatiksel sonuglar

Viicut Agirhiklar (g)
GRUP ADI n P DEGERI
GRUP 1 (Kontrol) 8 0,005*
GRUP 2 (DMBA) 10 0,012*
GRUP 3 (DMBA+Kakule) 10 0,005*

*Deney Oncesi ve sonrasit Kontrol, DMBA ve DMBA+kakule gruplar1 arasinda viicut agirligi
yoniinden istatiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi (p>0,05).
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5.TARTISMA

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanserinin, 2008
yili itibariyle diger kanser tiirlerine oranla kadinlarda goriilme oranmmin %23’iini,
(88,89)kanser nedeniyle gerceklesen oOliim oranlarinin ise %14’iinii olusturdugu tespit
edilmistir (89).Meme kanserinin teshis ve tedavisinde kaydedilen gelismelere ragmen bu
hastaliktan kaynaklanan 6liim oranlari son 20 yil igerisinde artis gostermistir (90,91).Son on
yil boyunca bu hastaligin tedavisinde kullanilan pek c¢ok ilag gelistirilmistir.Bu ilaglar
arasinda vinorelbin, paklitaksel, dosetaksel, letrozol, anastrozol gibi ilaglar sayilabilir (92).Bu
sekilde kullanilan ve yeni uygulanan anti-timor ilaglar ile kanser kemoterapisi hizla
gelismekte ve boylelikle pek ¢ok kanser tiirli iizerinde daha pozitif sonuglar elde
edilmektedir.Cogunlukla ¢esitli kanser tiirleri lizerinde uygulanan kemoterapi basarili
sonuglar dogururken, bazi durumlarda bu ilaglar normal doku ve hiicreler iizerinde yan etkiler
olusturmaktadir.Ayrica viicudun ilaca karsi gelistirdigi diren¢ sonucunda da tedavi etkili
olamamaktadir.Klinik olarak da ¢ok ciddi bir problem olan ilag direncinin sebepleri ve
mekanizmalar1 halihazirda arastirilmakta olan bir konu olarak onem arz etmektedir.Hiicrenin
apoptoz ya da anti-apoptoz yolunu segmesi tamamen ilaca kars1 gostermis oldugu hassasiyetle
veya direngle ilgilidir (93).Bazen ¢esitli anti-timor ajanlar1 vasitasiyla kanser hiicrelerinde
aktif hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz baslatilabilmektedir (94).Ancak bazi durumlarda
apoptozun durdurulmasi ya da engellenmesi s6z konusu olmakta bu durum da meydana gelen
ilag direncinin nedeninin ne oldugunu ortaya koymaktadir (93).Kemoterapotik ajanlarin
amaci, normal hiicrelere gore oldukca hizli biliyliyen ve cogalan neoplastik hiicreleri
proliferatif donemde iken tahrip edip ortadan kaldirmaktir.Ancak bunu yaparken bazi normal
hiicreler bile kemoterapiden etkilenmekte ve bu durum da yan etkilere neden olmaktadir.Yan
etkilerden de en ¢ok kan hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki hiicreler, kil folikiilleri,
spermler, kalp, mesane, bobrekler, akcigerler ve sinir sistemi organlart gibi hayati organlar
etkilenmektedir (95).Bu nedenle parenteral veya oral yolla alinan farkli yap1 ve ozellikteki
antioksidan maddeler yardimiyla ROS diizeyleri azaltilmaya ve antioksidan aktiviteleri
arttirtlarak kemoterapotiklerin olusturdugu muhtemel yan etkiler azaltilmaya veya tamamen
onlenmeye calisilmaktadir (95).Ratlarda meme kanseri arastirmalarina bazi tiirlerde spontan
meme tiimdrlerinin olustugunun farkina varilmasiyla baslanmistir (96).

7,12-DMBA polisiklik aromatik hidrokarbon sinifi bilesiklerden olup potent bir
karsinojen ajandir.7,12-DMBA hem metabolitleri {izerinden Deoksiriboniikleik asit (DNA) ile

dogrudan etkileserek hem de yarattig1 oksidatif stres araciligiyla ozellikle meme ve deri
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timori olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (4).Ratlarda meme kanseri modelinde, DMBA
gibi polisiklik hidrokarbonlar kullanilmaktadir.Bu maddeyle olusturulan tiimérler histolojik
ve biyolojik olarak insandaki lezyonlara benzemektedir. Tiimor indiiksiyonu hedef dokuya
Ozeldir ve bir veya birka¢ dozda kolayca saglanabilmektedir.Bu karsinojen meme
adenokarsinomlarinin gelismesini saglarken, uygulanan hayvanlarda herhangi bir sistemik
toksisiteye rastlanmamaktadir (4,5,6).

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi ve membran lipidlerinin peroksidasyonu,
normal biyokimyasal siireci etkileyerek kanser olusumunun baslangici ile iliskilidir.Serbest
radikallerin iiretimi, hedef doku ve hiicredeki antioksidan seviyenin azalmasina bagli olarak
oksidatif stresin uyarilmasi kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (97).Oksidatif stres
ve lipid peroksidasyonun olusma sikligi, kanser olusma siireciyle iliskilidir (98), MDA diisiik
molekiiler agirlikli bir aldehittir ve serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerini
etkilemesiyle de tiretilebilir. MDA, oksidatif hasarin 6nemli bir gostergesi olup kanser gelisimi
esnasinda antioksidanlarin diizenlenmesi ve lipid peroksidasyonunda 6nemli rol oynar
(99).Tarafimizdan yiiriitilen bu c¢alismada, DMBA uygulanan grubun MDA seviyesinin
kontrol grubuna oranla daha fazla oldugunu, DMBA+Kakule grubunda ise MDA seviyesinin
kontrolden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.Calismada, meme dokusu MDA diizeyinin
kakule suplemantasyonu ile disiirildigi tespit edilmistir (Sekil 9).Arulkumaran ve
arkadaglar1 (100), DMBA uygulamasiin karaciger dokusuna ait MDA diizeyinin artigini
bildirmislerdir.Bishayee ve arkadaslar1 da (101), DMBA ile olusturduklari meme kanserinde
karacigerdeki MDA diizeyinin yiikseldigini tespit etmislerdir.Mishra ve ark. (102) artan GSH
seviyesinin, serbest radikalleri noétralize ederek DMBA ile uyarilmis meme kanserinin
inhibisyonunu sagladigini bildirmislerdir.

Insan meme tiimériinde de MDA diizeyi arastirilmistir.Huang ve ark. (103), Portakal
ve ark. (104), Wang ve ark. (105) meme kanserinde MDA diizeyinin 6nemli derecede
yiikseldigini ve meme kanserine bagli olarak serum ve dokuda oksidatif stresin arttigini
bildirmislerdir.Postmenapozal donemde meme kanserli kadinlarda MDA
konsantrasyonundaki artigin tamoksifen tedavisi ile azaldigi gosterilmisti (106). Meme, kolon
ve prostat kanserli hastalarda prooksidan-antioksidan diizeyindeki degisikliklere bagl olarak
olusan oksidatif stresin malin hastaliklarla iligkisi olabilecegi bildirilmistir (107).
Kumaraguruparan ve ark. (73) meme Kkanserinde doku lipid peroksidasyon artisinin artmis
antioksidan kapasite ile iligkili oldugunu bulmuslardir.

Bu tez ¢calismamizda DMBA uygulanan grubun antioksidan enzim kapasitesi (SOD ve

CAT) kontrol grubuna oranla daha az oldugunu, DMBA+Kakule grubunda ise antioksidan
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enzim kapasitesinin  (SOD ve CAT) kontrole vyaklastigi tespit edilmistir.Kakule
suplemantasyonunun, meme dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD ve CAT)
artigini tespit edilmistir (Sekil 7,8). Literatiir taramalarinda Kakule ve meme kanseri ile ilgili
bir ¢alismaya rastlanmamistir. O yiizden, ¢alisma bulgularimizin karsilagtirmasint DMBA ile
yapilan ¢alisma bulgularla kiyaslamaya calistik.Yapilan bir ¢alismada DMBA uygulanarak
olusturulan Hamsterlarin yanak keseleri karsinogenezinde, domates ezmesinin etkisi
incelenmis ve deney sonucunda peroksidasyonu ve GSH bagimli antioksidanlar, tiimér,
karaciger ve eritrositlerde  Olclilmiistiir.Domates  ezmesinin  uygulanmasi;  lipid
proksidasyonunu diizenlemis GSH ve GSH-bagimli enzimleri arttirmistir (108).Choi ve
arkadaglar1 (109), DMBA ile olusturduklar1 oksidatif streste GSH diizeyinin arttigi, ratlarin
karaciger dokusunda, anti-apoptotik Bcl-2nin inhibisyonunu, pro-apoptotik Bax, aktif
Kaspaz9 ve aktif Kaspaz3iin ekspresyonlarini arttiran likopen suplemantasyonunun,
mitokondriyal hiicre 6lim yolagini kullanarak apoptozisi uyardigi, likopenin bu ratlarda
MDA’y1 azaltig1 ve GSH’1 artirdig1 bildirilmistir.

Fitokimyasallar, bitkilerde dogal olarak meydana gelen, 4000 kadar farkli
molekiiliiniin tanimlandig1 ve ¢ogunlukla antioksidan 6zellik gosteren kimyasal bilesiklerdir
(110).Etnofarmakolojik olarak, dzellikle Hindistan toplumlarinda yaygin bir kullanim alanina
sahip olan kakule, Ostrojen reseptorii-alfa’ya olan yiiksek baglanma afinitesi, selektif bir
Ostrojen agonisti olmasi nedeniyle dstrojen yanith kanserlerde kemoprevantif etkinlige sahip
olmasi ile iligkilendirilmektedir (111,112).

Kakule giiclii bir antioksidan bitkidir, bu ylizden baharatlarin kraligesi olarak
adlandirilir. Abu-Taweel ve ark (113), kakulenin yavru farelerde gelisim, 6grenme yetenegi
ve Dbiyokimyasal parametrelerine {izerne potansiyel etkileri arastirmiglar.Kakule
uygulamasiyla, kontrole kiyasla 6grenme ve hafiza tutmay: arttirdigi, monoaminler (DA, 5-
HT) ve GSH’1 yiikselttigi, MDA ise 6nemli 6l¢iide inhibe edildigi bildirilmistir (113).

Kakule (Elettaria cardamomum) ekstratinin antidiyabetik, antioksidan ve
antiinflamatuar 6zellikler sergilemektedir.Gomaa ve ark. (114) yaptiklar1 arastirmada, yiiksek
fruktoz ve yiiksek yagl diyet ile tek bir kiiciikk dozda STZ (25 mg/kg) (T2DM siganlari) ile
sicanlarda Alzheimer hastaliginin benzer etkilerini gosteren bir model olusturmustur.Kakule
tedavisi hipokampal lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeyini diisiirdiigii, SOD ve
GSH igeren antioksidan savunma sistemini arttirdigi, hippocampal TNFa ve IL-B1 azalttig
bildirilmistir (114).

Kakule'nin antioksidan 6zelliginin yanisira kemopreventif ajan olarak kullanilmaktadir
(115,116).Kakule enjeksiyonu, DMBA ile tedavi edilen farelerde cilt papillomalarinda NF-
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KB aktivasyonunu ve down- regiile edilmis siklo-oksijenaz-2 ekspresyonunu bloke ettigi
gosterilmistir (116).Ayrica, kakule, Benzo(a)Pyrene ile indiiklenen mide tiimorii insidansini
azaltmis ve farelerde hepatik aktiviteyi onemli 6l¢iide artirmistir (116).

Sonug olarak, Potansiyel kemoterapétik ajan olan kakule, ortaya konulan antioksidan,
anti-tiimorejenik ya da kemopreventif etkisiyle in vivo ve in vitro molekiiler hedefe yonelik

olarak kullanilabilir.
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6.SONUC

Kakule’nin meme kanseri olusumu {iizerine etkileri degerlendirildiginde bu ¢alismada
elde edilen sonuclar su sekildedir.

1. DMBA grubunda, kontrol ve DMBA+Kakule gruplarina kiyasla siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktivitelerinin azaldigi (p<0.05), malondialdehit diizeylerinin arttig
(p<0.05) gozlendi.

2. DMBA-+kakule grupta, DMBA grubuna kiyasla malondialdehit diizeylerinde azalma
(p<0.05), siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinde artis (p<0.05) elde edildi.

3. DMBA-+kakule ve kontrol grubu arasinda katalaz ve superoksit dismutaz aktiviteleri
yoniinden benzer oldugu (p>0,05) ancak, DMBA-+kakule grubunda malondiadehit
diizeyinin kontrol’den diisiik (p<0,05) oldugu gozlendi.

4. DMBA grubunda artmis malondialdehit diizeyleri ve azalmis antioksidan (katalaz,
superoksit dismutaz) kapasitede yetersizlik DMBA’nin oksidatif bir hasara neden
oldugu gostermektedir.

5. DMBA-+kakule grubunda azalmis malondialdehit diizeyleri ile artmis antioksidan
enzim aktivitelerinin, kakule’nin antioksidan 6zelligi nedeniyle DMBA’nin
olusturdugu oksidatif hasar1 azalttigin1 isaret etmektedir.

6. Bu sonuglar, DMBA ile indiiklenen meme kanserinde kakulenin antioksidan ve

antitiimorojenik aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.
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7.ONERILER

Kanser tedavisinde yeni agilimlara katki saglayacak bu calismada elde edilen
bulgularin, yeni ilaglarin ve tedavi ajanlarinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.Kanser
teshisi konulan bireylerin tedavileri boyunca yasanan olumsuzluklari ve ilaglarin yan
etkilerini azaltmaya yonelik, antikanserojen ve antioksidan etkisi olan ilaglarin gelistirilmesi,
ya da yeni ilaglarin olusturulup kullanilmasinda ¢ok 6nemlidir.

Calismamizdan elde edilecek ¢6ziim onerileri 6zetlendiginde;

Hastane, laboratuvar caligmalarinda kanser hastaliginin tedavisi i¢in arastirmalar
yapilmakta olup,yeni tedavi yontemleri ya da elde bulunan tedavi yontemlerini iyilestirici
yollar iiretilip gelistirilmeye calisilmaktadir.Glinlimiizde kullanilan kemoterapdtiklerin hedef
organa iletimi ve doku disarisinda hayati organlara kotii yonde etkilesimi diisiintildiigiinde
yeni yontem ve tedavi cesitliliginin artirilmasi biiylikk 6nem tasir.Kanser tedavilerinde
kullanilan bir ¢ok ilaglarin yan etki olusturmakta olup hiicrelerde SOR artisina neden olup
hiicrelerin ¢alisma faaliyetlerini etkileyip hiicrelerin Olimiine yol a¢maktadir.Hedef
hiicrelerde DNA hasarlar1 hatta mutasyonlarla sonug¢lanabilmektedir.Bu etkiler gbz 6niinde
bulundurulursa antikanserojen 6zelligi bulunan maddeler farmakolojik ajanlarla birlikte
kullanimi 6nem kazanmaktadir.Kakule’nin kullaniminin meme kanseri olusumu iizerine
etkisinin ratlarda incelenmesi amaciyla yapilan bu g¢aligma neticesinde; histolojik olarak
Kakule’nin meme kanseri olusumunu 6nledigi gosterildi.Istatiksel sonuglara bagli olarak
ortaya cikan bilgiler dogrultusunda Kakule’nin tedavi amagh uygulandigt DMBA+kakule
grubunda kanser olusumunu Onleyici bir aktivite oldugu belirlendi.Meme kanserinin
olusumunu engelleyerek ve koruyucu olarak kullanilabilir. Kakule’nin, meme kanseri iizerine
etkilerini daha detayli incelemek i¢in daha fazla sayida denek iizerinde, biyokimyasal

incelemeler de eklenerek yapilabilir.
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