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OZET

RATLARDA EPIRUBISIN ve SIKLOFOSFAMID KOMBINASYON
SAGALTIMINDA OLEUROPEIN UYGULAMASININ ETKIiLERI

Karakoc MD. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji (Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Oleuropein, zeytin bitkisinin (Olea europaea L.) tiim kisimlarinda farkli oranlarda yer alan;
antioksidan, antiinflamatuar, antitiimoral, antiviral ve antimikrobiyal etkinlige sahip polifenolik
yapili bir bilesiktir. Calisma kapsaminda meme tiimorlerinin sagaltiminda kombine olarak
kullanilan antineoplastik ajanlardan epirubisin ve siklofosfamide bagli toksisiteye karsi
oleuropeinin etkinligi disi Sprague-Dawley ratlarda (n=56) arastirildi. Calismada; kontrol,
epirubisin, siklofosfamid, epirubisin+siklofosfamid, epirubisin+oleuropein,
siklofosfamid+oleuropein ve epirubisintsiklofosfamid+oleuropein olmak tizere yedi grup
(n=8) olusturuldu. Ratlara dort kiir 2.5 mg/kg/hafta epirubisin (i.p.), 16 mg/kg/hafta
siklofosfamid (i.p.) ve 150 mg/kg/hafta dozunda oleuropein (p.o.) es zamanli olarak uygulandi.
Oleuropeinin etkinligi Comet ydntemi, hemogram ve biyokimyasal analizler, ELISA testi ile
TNF-o ve IL-6 miktar tayinleri, ayrica kalp, bobrek ve karaciger dokularinda
antioksidan/oksidan parametrelerin seviyelerinin analizleri yoluyla arastirildi. Calisma
sonucunda oleuropeinin antineoplastik ilaglara bagl kilo kaybini engelledigi; ayrica lenfosit
DNA’lar1 tlizerindeki hasar1 6nemli oranda azalttig1 saptandi. Oleuropeinin dokulardaki SOD,
CAT ve GSH seviyelerini arttirdig1 ve oksidatif hasarin bir gostergesi olan MDA seviyelerini
ise azalttigi belirlendi. Oleuropeinin notropeni ve organ hasarlari ile iliskili olan ¢ogu kan
parametresine ait degerleri iyilestirerek kontrol grubuna benzer seviyelerde dengeledigi
saptandi. ELISA testi sonucunda antineoplastik ilaglar nedeniyle artan TNF-o ve IL-6
seviyelerinde 6nemli oranda diisme saglayarak bu degerleri saglikli kontrol grubu seviyelerine
kadar indirebildigi belirlendi. Calismanin sonuglar1 oleuropeinin epirubisin ve siklofosfamid

kombinasyon sagaltiminda goriilen toksisiteye karsi koruyucu olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: epirubisin, oksidatif stres, oleuropein, siklofosfamid
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF OLEUROPEIN ON EPIRUBICIN AND CYCLOPHOSPHAMIDE
COMBINATION TREATMENT IN RATS.

Karako¢ MD. Aydin Adnan Menderes University Graduate School of Health Sciences
Pharmacology and Toxicology (Veterinary) Programme, PhD Thesis, Aydin, 2019.

Oleuropein is a polyphenolic compound with antioxidant, anti-inflammatory, antitumoral,
antiviral and antimicrobial activities and found in all parts of the olive plant (Olea europeae L.)
with different amounts. In the study, we investigated the effects of oleuropein on the epirubicin
and cyclophosphamide combination treatment in female Sprague-Dawley rats (n=56). Rats
were divided into seven equal groups (n=8) as control, epirubicin, cyclophosphamide,
epirubicin+cyclophosphamide, epirubicin+oleuropein, cyclophosphamide+oleuropein and
epirubicin+cyclophosphamide+oleuropein. Four cycles of 2.5 mg/kg/week epirubicin (i.p.), 16
mg/kg/week cyclophosphamide (i.p.) and 150 mg/kg/week oleuropein (p.o.) were administered
to the rats simultaneously. Effects of oleuropein were investigated via using Comet assay,
hemogram and biochemical analyzes, ELISA tests for determining serum TNF-a and IL-6
levels, and also analysis of oxidant/antioxidant parameter levels in heart, kidney and liver
tissues. It is determined in the study that oleuropein prevented the weight loss which caused by
antineoplastic drugs and reduced the damage on lymphocyte DNA significantly. Oleuropein
led to an increase in SOD, CAT and GSH levels in tissues and decreased the MDA levels which
is an indicator of oxidative damage. It was determined that oleuropein ameliorated most of the
blood parameters which are associated with neutropenia and organ damages, and balanced these
values to the similar levels with the control group. According to the results of ELISA tests, it
was determined oleuropein led to a significant decrease in both TNF-a and IL-6 levels which
elevated due to the antineoplastic drugs and reduced these values to healthy control group
levels. Results of the study indicates that oleuropein might be a protective agent against toxicity
in epirubicin and cyclophosphamide combination treatment.

Key words: cyclophosphamide, epirubicin, oleuropein, oxidative stress
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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyada 6nemli bir saglik problemidir. Kanser, sebebi bilinen dliimler
arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir ve beraberinde getirdigi saglik
sorunlarinin yani sira, gerek ekonomik gerekse psikolojik ag¢idan uzun siireli miicadele
gerektiren bir hastaliktir (Reidy ve ark, 2018). Beslenme aliskanliklari, yasam tarzi, bazi ilaglar,
genetik faktorler, ¢evresel kimyasallar, tiitiin triinleri, alkol, viriisler ve radyasyon kanserin
etiyolojisinde rol oynayan baslica faktorlerdir (Trendowski, 2014). Cerrahi, radyoterapi,
immiinoterapi ve hormonoterapi gibi diger tedavi secenekleri de siklikla kullanilmakla birlikte,
kemoterapi tiim yontemler i¢erisinde diinya genelinde en yogun uygulanan tedavi bigimi olarak

one ¢ikmaktadir (Breugom ve ark, 2015).

Kemoterapide kullanilan antitiimoral ilaglarin kanser hiicresine karsi segicilikleri
genellikle azdir (Meade, 2014). Antineoplastik ilaglarin pek ¢ogunun terapdtik indeksleri dar
ve diger ilaglara gore yan etkileri nispeten daha fazladir. Kanserli hiicrelere zarar verdikleri gibi
saglikli hiicrelere de zarar verme potansiyelleri mevcuttur. Bu ilaglarin pek ¢ogunun
immiinosiipresif, mutajenik, teratojenik ve karsinojenik yan etkileri bulunmaktadir (Sadowska
ve ark, 2013; Barreto ve ark, 2014).

Kanser tedavisinde uygulanan antineoplastik ilaglarin toksik etkilerini azaltmak
maksadi ile pek ¢ok madde kullanilmakta ve arastirilmaya devam edilmektedir. Kullanilan
trtinler arasinda ise vitaminler, bitkisel kaynakli polifenolik bilesikler ve antioksidan etkili
minerallerin (¢inko, selenyum, vb.) yaygin oldugu goriilmektedir (Sweet ve ark, 2013; Smith
ve ark, 2014). Diger taraftan bilim diinyasinda bu konu hakkinda birbirinden oldukg¢a farkli
goriisler bulunmaktadir.  Antioksidanlarin antitiimoral etkileri nedeniyle g¢esitli kanser
tiirlerinde iyilesme sagladigini, metastazlar1 6nleyerek kanserin ilerlemesini durdurdugunu ve
antineoplastik ila¢ kaynakli bazi1 toksik etkilerin siddetini azalttigini1 gosteren bir¢ok ¢aligma
mevcuttur (Temraz ve ark, 2013; Han ve ark, 2015; Yeh ve ark, 2017; Radomska-Lesniewska,
2017). Ancak, giiniimiizde halen hangi antioksidan bilesigin hangi kanser tiiriinde veya hangi
kemoterapi ilaglar1 sonucu goriilen yan etkilerin yonetiminde ne sekilde uygulandiginda etkili
olacagina dair rutin tedavi protokoliine girmis bir uygulama bulunmamaktadir (Vincent ve ark,
2013; Li ve ark, 2017; Losada-Echeberria ve ark, 2017). Diger taraftan antioksidan

kullanimimin antineoplastik bilesiklerin etkilerini azalttigt ve tedaviyi olumsuz yonde

1



etkiledigini belirten bazi ¢alismalar da mevcuttur (Watson, 2013; Bonner ve Arbiser, 2014;
Giorgio, 2015) Antioksidan bilesiklerin kanser tedavisinde veya yan etkilerin azaltilmasi
amaciyla kullanilmasi bilim insanlar1 tarafindan yogun olarak arastirilmaya ve tartisilmaya
devam edilen bir konudur. Bu tez kapsaminda zeytin bitkisinin (Olea Europaea L.) temel
antioksidan bileseni olan oleuropeinin gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde tek ajan olarak da
kullanilabilmekle birlikte &zellikle adjuvan, neoadjuvan ve metastatik meme tiimorlerinin
kemoterapisinde birlikte kullanilan epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon sagaltimi

protokoliine bagli olarak olusan toksik etkilerin siddetini azaltmadaki etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve Toplumsal Onemi

Kanser, c¢evresel ve genetik etkenlerle, hiicrelerin kontrolsiiz olarak g¢ogalmasidir.
Timor hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran en temel 6zellik “kontrolsiiz gogalma” olmakla
birlikte, baska biyolojik karakteristikleri de bulunmaktadir (Lutgendorf ve Andersen, 2015).
Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek i¢in dis
uyaranlara ihtiyag duymama, g¢ogalmayi inhibe edici sinyallere duyarsizlik, apoptozis
mekanizmalarindan kacabilme, anjiyogenezi uyararak metastaz yapabilme gibi ozellikler
sayilabilir (Aftimos ve ark, 2014; Ribas, 2015). Kanser, histolojik a¢idan karsinoma, sarkom,
16semi, lenfoma, miyelom ve santral sinir sistemi kanserleri olmak {izere alt1 temel gruba ayrilir.
Karsinoma, cilt veya i¢ organlart kaplayan hiicrelerde goriilen kanserlerdir. Sarkomlar kemik,
kikirdak, yag, kas, damarlar ve diger bag ve destek dokuda gelisen kanser tipidir. Losemi beyaz
kan hiicreleri, kemik iligi hiicrelerinin anormal sayida ¢ogalmasi ve dolasima katilmasi ile
karakterize kanser tipidir. Lenfatik sistemi etkileyen immiin sistem hiicrelerinin asir1 ¢ogaldig
kanser tipleri lenfomalar olarak adlandirilir. Miyelom antikor olusumunda goérev alan B
lenfositlerin kontrolsiiz cogalmasi ile karakterize kanser tiplerine verilen addir. Beyin ve spinal

kord’da lokalize kanser tipine ise santral sinir sistemi kanserleri adi verilmektedir (Prat ve ark,
2015).

Kanser gelisimi uzun bir siire¢ sonunda meydana gelmektedir. Kanserin erken teshis
edilmesi tedavide biiyliik 6neme sahiptir. Ancak, kanserin karmasik bir etiyopatolojiye sahip
progresif bir hastalik olmasi, ayn1 zamanda kanser alt tiplerindeki heterojenlik tan1 ve tedavi

slirecini zorlastirmaktadir (Wardle ve ark, 2015).

Kanser son yillarda tim diinyada insidansi artig gdsteren 6nemli bir saglik problemidir.
Diinyada 2020 yilinda kanser tanisi konan yeni hasta sayisinin yilda 17 milyona, 2030 yilinda
ise 24 milyona ¢ikacagi ve 17 milyon insanin aynmi yil kanser sebebiyle yasamini yitirecegi,
2030 yilinda 75 milyon insanin kanserle yasiyor olacagi tahmin edilmektedir (Miller ve ark,
2016). Ulkemizde ise giiniimiizde kanser tedavisi gérmekte olan yaklasik 750.000 dolayinda
hasta bulunmakta ve yilda ortalama 163.500 yeni hastaya kanser teshisi konulmaktadir (Bakar,

2017).



2.2. Kanser Hastaliginda Genel Sagaltim Yontemleri

Kanserin 100°den fazla tiirii oldugu bilinmesine ve ¢ogu kanser tiirii i¢in tedavide
miimkiin oldugunca standart yaklasimlar gelistirilmesine ragmen her kanser aslinda hastaya
Ozgl bir hastaliktir. DNA yapisindaki bireye 6zgii farkliliklar nedeniyle hastalar arasinda
benzer tedavilere farkli yanitlar alinmasi karsilagilan bir durumdur. Teknolojinin ilerlemesi ve
kanser iizerine yapilan yogun arastirmalar neticesinde giliniimiizde var olan tedavilerin yaninda
yeni tedavi yontemleri de gelistirilmeye devam edilmektedir. Standart olarak kabul edilen
kemoterapi, cerrahi ve radyoterapiye ek olarak asilar, hormon terapileri, hedefe yonelik
biyolojikler ve gen terapileri her gegen giin giderek artan bir oranda tedaviye girmektedir
(Pavlopoulo ve ark, 2015). Bu yontemler kimi hastalarda tek baslarina kullanilabilse de ¢ogu
hastada diger tedavi yontemlerine destek amaciyla kullanilmaktadirlar. Her yontemin kendine
0zgl cesitli avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi ve tedavilerin bireyler arasinda farklilik
gosterebilmesi nedeniyle tek bir kesin tedavi yonteminin varligindan bahsetmek miimkiin

degildir (Tsimberidou ve ark, 2014).

2.2.1. Cerrahi

Cerrahi yontemler, kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemlerle es zamanli veya bir sira
dahilinde kullanilabildigi gibi, tek basina da yaygin olarak basvurulan bir yoldur. Metastazi
olmayan hastalarin ii¢te biri cerrahi ve radyoterapiye duyarlidir. Erken donem kanserlerde
cerrahi ve radyoterapinin birlikte uygulandigi hastalarda %50’ ye varan bir basart oran1 saglanir.
Tani igin biyopsi Ornegi alinmasinda, kanserli kitlenin viicuttan ¢ikarilarak hastanin sifaya
kavusmasi amaciyla ve hasta yasam kalitesini etkileyen metastatik kanserlerde palyatif olarak
siklikla yararlanilmaktadir (Cata ve ark, 2014). Bazi durumlarda cerrahi miidahale dncesinde
timor ¢apimni kiigliltmek amaciyla oncelikle kemoterapi veya radyoterapi ile Kitlenin
kiigtiltiilmesi tercih edilebilir (Yu ve ark, 2013).

2.2.2. Radyoterapi

Radyoterapi, samaryum-153, sadyum-223, stronsiyum-89 vb. radyoaktif maddeler

vasitastyla olusan yliksek enerjili 1s1nlar1 kullanarak tiimorii yok etmeyi ya da ¢capini kii¢iiltmeyi
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amaglayan tedavi yontemidir. Viicudun hemen hemen her bolgesindeki bir¢ok kanser tipinde
radyoterapi kullanilmaktadir (De Felice ve ark, 2018). Hastaligin ve hastanin 6zelliklerine bagh
olarak konformal proton 1sin radyasyon terapi, li¢ boyutlu konformal radyoterapi, goriintii
rehberliginde radyoterapi ve yogunluk aracili radyoterapi gibi ¢esitli radyoterapi teknikleri
uygulanmaktadir. Gelistirilen bu farkli yontemlerin ortak noktasi hedef alinan kanser hiicreleri
lizerine azami terapotik etki gostermek ancak saglikli hiicrelere ise asgari oranda zarar
vermektir. Yogunluk ayarl radyoterapi sistemleri genelde prostat, meme, beyin ve bas-boyun
kanserlerinde kullanilmakta olup hastalikli bélgeye farkli kuvvette radyasyon verilmesini ve bu
sayede saglikli dokularin korunmasini saglayan bir yontemdir (Fisher ve Rabinovitch, 2014).
Uygulanan 151 dozunu azaltmak veya antitiimoral aktiviteyi arttirmak amaciyla radyoterapi,
kemoterapi ile es zamanl olarak da uygulanabilmektedir. Bazi timor tiplerinde ameliyat
oncesinde timor boyutlarinin kiigiiltiilmesi amaciyla da radyoterapi verilebilir. Ancak
radyoterapinin en biiyiik dezavantajlarindan birisi kemoterapide oldugu gibi tiimor hiicrelerini
oldiiriirken saglikli dokulara da zarar vermesidir. Ayrica, halsizlik, istah kayb1, ishal, kusma ve
notropeni gibi sik goriilen yan etkiler de hastanin tedaviye uyumunu etkileyebilir. Bu nedenle
tedavi planlamasi yapilirken verilecek 1sin dozunu azaltmaya yonelik diger tedavi yontemleri

ile kombinasyon se¢enekleri de g6z dniinde bulundurulmalidir (Bie ve ark, 2015).

2.2.3. Kemoterapi ve Hedefe Yonelik Tedaviler

Kemoterapi, kanser tedavisinde en fazla uygulanan tedavi bigimidir. Kemoterapide
temel amag sitotoksik 6zellikte olan antineoplastik ajanlar kullanarak kanser hiicrelerini yok
etmektir. Tiirii ve evresine bakilmaksizin kanser teshisi konulan hastalarin yaklasik yarisina
kemoterapi verilmekte ve %10-15 civarinda bir kiir orani elde edilmektedir (Lemanne ve ark,
2013). Kemoterapide genel kural olarak farkli mekanizmalarla etki eden, farkli rezistans
mekanizmalarina sahip, doz kisitlayici toksisiteleri farkli olan birkag ilacin kombinasyonu, bir
protokol kapsaminda kullanilmaktadir. Radyoterapi veya cerrahi tedaviden 6nce tiimor ¢apini
kiicliltmek ve hastanin tiimore bagl sikayetlerini azaltmak i¢in verilen tedaviye neoadjuvan
tedavi ad1 verilirken total ya da parsiyel cerrahi rezeksiyon sonrasi mikrometastazlari yok etmek
igin verilen tedavi adjuvan kemoterapi olarak adlandirilir. Antineoplastik ilaglar genellikle
hiicum tedavisi seklinde yiiksek dozda bir veya birka¢ giinliik kiirler halinde uygulanirlar.
Kemik iligi izerindeki depresyonun gegmesi i¢in kiirler arasinda genellikle 3-6 haftalik interval

birakilir (Hudis ve Dang, 2015). ilag secimi esas olarak, teshis edilen tiimér tiiriiniin ilaca
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duyarligina gore yapilir. Antineoplastik ilaclar az sayidaki belirli kanser tiirlerinde tek baglarina
kullanilirken pek ¢ok malignitenin tedavisinde ise iki ya da daha fazlasi kombine edilerek
kullanilirlar. Antineoplastik ilag dozlar1 hesaplanirken hastanin cinsiyeti, yasi, kilosu, boyu,
bobrek ve karaciger fonksiyonlar1 gibi pek ¢ok oOlgiit g6z Oniine alinarak karar verilir. Viicut
yiizey alanina gore alinabilecek uygun doz belirlenerek diger fonksiyonlarin durumuna goére
hekim tarafindan gerekli doz azaltmalari, s1v1 artirimi ve infiizyon siiresi uzatimi gibi tercihler
degerlendirilir (Pai, 2012). Viicut yiizey alan1 (VY A) hesabinda Mosteller formulii ve DuBois
& DuBois formiilii kullanilir. Buna gore metrekare cinsinden VYA, hastanin boyu (cm) ve

kilosunun (kg) carpiminin 3600’e boliinmesinden elde edilen sonucun karekokiidiir.

Belli bir tiimor tipinin kemoterapisinde uygulanan tek ya da birkag ilagtan olusan bir
uygulama rejiminin kabul gérmiis bir protokol haline gelebilmesi igin yalniz denendigi
kliniklerde olumlu sonuglar alindiginin gézlenmesi yeterli degildir (Righi, 2015). Yeni bir
ilacin veya farkli bir kanserin tedavisinde kullanilan bir ilacin yeni bir kanser tiirii i¢in
denenmesi ya da mevcut bir protokoldeki ilag kombinasyonu dozlarinin ve uygulama sikliginin
degistirilerek genis bir hasta grubunda kisa ve uzun vadeli yan etkilerinin ortaya konmasinin
ardindan mevcut kemoterapi protokollerine gore avantaj ve dezavantajlart degerlendirilir
(Garrido ve ark, 2014). Ardindan, arastirma sonuglar1 bilimsel dergilerde makale olarak
yayimlanir. Bu agamadan sonra s6z konusu ilag rejimi basta Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Avrupa Birligi lilkelerindeki kanser arastirma merkezleri olmak iizere diinya genelinde
cesitli kliniklerde uygulanarak farkli cografyalarda yasayan, farkli irklardan hastalar tizerindeki
uygulama dozlari, etki ve yan etkilerinin avantaj ve dezavantajlarina ait bilgiler birkag¢ yil
boyunca derlenir. Ardindan faydasi kanitlanmis olan rejimler uluslararas: kabul gérmiis kanser

veri tabanlarina girilir ve bir protokol haline gelir.

Kemoterapi amaciyla verilen ilaglar1 farmakolojik etki mekanizmalarina gore
alkilleyici ajanlar, sitotoksik antibiyotikler, antimetabolitler, bitkisel alkaloidler, platin
tiirevleri, topoizomeraz inhibitorleri, monoklonal antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri
seklinde smiflandirmak miimkiindiir (Venkatakrishnan ve ark, 2015). Alkilleyici ajanlar,
DNA’nin transkripsiyonunu engelleyerek protein sentezini ve dolayist ile tiimor
proliferasyonunu baskilayan ajanlardir. Ilaca ait alkil gruplar: hiicre DNA’s1 iizerinde yer alan
hidrojen atomlart ile yer degistirir ve karsinojenik aktivite gosterirler (Bordin ve ark, 2013).
Kemoterapi tedavisinde sik kullanilan bazi alkilleyici ajanlara 6rnek olarak siklofosfamid,

ifosfamid, bendamustin ve dakarbazin verilebilir. Bu ilaglar akciger, over, meme kanserleri,
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multipl miyelom, 16semi diginda ¢esitli hematolojik malignitelerde ve romatizmal hastaliklarda
da kullanilmaktadirlar Bu gruba ait ilaglarin en yaygin goriilen yan etkileri enfeksiyonlara
yatkinlik, miyelosiipresyon, immiinosiipresyon, karaciger fonksiyon bozuklugu, alopesi, ates,

sistit, mikrohematiiri ve spermatogenezde bozukluktur (Trendowski ve Fondy, 2015).

Antimetabolitler, insan viicudunda enzimlerin uyarilmasi veya baskilanmasi ile sinyal
iletiminden sorumlu olan ¢esitli ara basamaklarda gorev alan molekiillerin baskilanmasini
saglayarak antineoplastik etki gosteren maddelerdir. Hiicrenin normal etkinligine miidahalede
bulunabilir ve hiicrede apoptozu tetikleyebilirler. Anti-metabolitler niikleotid analoglari, piirin
ve pirimidin analoglari, antifolatlar ve niikleozid analoglari olarak alt gruplara ayrilabilir (Polk
ve ark, 2014). Antimetabolit antineoplastik ajanlara 6rnek olarak 5-florourasil, gemsitabin,
fludarabin ve metotreksat verilebilir. Antimetabolit ajanlar pek ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde
tek baglarina veya diger etki mekanizmalarmma sahip ajanlarla kombine olarak siklikla
kullanilmaktadir. Lokopeni, anemi, trombositopeni, febril nétropeni, anoreksi, bas agrisi,
uykusuzluk, dispne, bulanti, kusma, karaciger enzimlerinde yiikselme, alerji, alopesi, sirt agrisi

ve grip benzeri sendrom bu grup ilaglara ait sik goriilen yan etkilerdir (Hamed ve ark, 2013).

Epirubisin, doksorubisin, daunomisin ve bleomisin gibi antitiimoral aktivite gosteren
antibiyotik kokenli ajanlar yliksek oranda serbest reaktif radikaller ve siiper oksitler olusturmak
vasitastyla DNA, RNA ve protein sentezini inhibe edici etkilerini gosterirler. Meme, mide
I6semi, akciger ve mesane kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilirlar (Khasraw ve ark,
2012). Gilgli ve aym zamanda secici olmayan etkileri nedeniyle birgok yan etkiden
sorumludurlar. Bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, agiz yaralari, alopesi, deri dokiintiileri, ates,
halsizlik, iistime, Elektrokardiyografi (EKG) anomalileri bu gruba ait ilaglarin en sik goriilen

yan etkilerdir (Segura ve ark, 2015).

Mikrotiibiiller hiicre seklinin olusmasindan ve boliinmede gorev alan proteinlerdir. Bu
proteinleri baskilayarak mikrotiibiil olusumunu engelleyen ajanlara mitotik inhibitor ad1 verilir.
Mikrotiibiiller diizgiin olusamayinca hiicreler dogru sekilde boliinememekte, olusmakta olan
kromozomlar hiicrelerin karsi kutuplarina dogru sekilde gekilemeyerek, hiicre daha olugsmadan
hasar gormektedir (Barbee ve ark, 2014). Mikrotiibiil inhibisyonu yoluyla antitiimoral aktivite
gosteren dosetaksel, paklitaksel ve kabazitaksel gibi dogal ya da yar1 sentetik taksan alkaloidleri
ile vinkristin, vinblastin ve vinorelbin gibi dogal ya da yar1 sentetik vinko alkaloidleri meme,

akciger, over, bas-boyun, mide ve prostat gibi bir¢ok kanser tiiriniin tedavisinde

7



kullanilmaktadir. Alopesi, stomatit, tiimdr bolgesinde agri, kabizlik, hipertansiyon, 16kopeni,
ndropati, enfeksiyonlara yatkinlik ve aritmi en yaygin olarak karsilagilan yan etkilerdir (Moudi

ve ark, 2013).

Kanser tedavisinde kullanilan platin bilesikleri sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin’dir.
Bu ajanlar inorganik agir metallerdir. DNA zincirinin igerisinde ve zincirler arasinda c¢apraz
baglanmalar olusturarak DNA sentezine engel olurlar. Bunun yaninda daha disiik derecede
protein ve RNA sentezini de inhibe ederler. Sisplatin ayrica antimikrobial ve radyasyona
duyarllastiric1 etkilere de sahiptir (Kang ve ark, 2015). Bu grup bilesikler arasinda 6zellikle
sisplatin genis bir kullanim alanina sahiptir. Platin bilesikleri over, testis, akciger, mesane, bas-
boyun, lenfoma, sarkom, mide, serviks ve prostat kanserlerinde kullanilirlar. Lokopeni, sepsis,
trombositopeni, anemi, norotoksisite, ototoksisite, bradikardi, flebit, bulanti-kusma ve agizda

metalik tat hissi bu grup ilaglara ait en fazla karsilasilan yan etkilerdir (Hato ve ark, 2014).

DNA’nin dogru sekilde transkripsiyonunun yapilabilmesi igin sirasiyla topoizomeraz |
ve topoizomeraz Il adli enzimler tarafindan siiper dongiiler yapilarak katlanmis igciklerin
acilarak diiz bir poziyona gelmesi gerekir. Topoizomeraz inhibitorleri, s6z konusu bu enzimleri
inhibe ederek DNA’nin eslenmesini engeller. DNA’da meydana gelen geri doniisiimsiiz hasar
nedeniyle hiicrenin apoptozis siirecine girmesine yol agan bir mekanizma baglamig olur
(Pommier, 2013). Topotekan ve irinotekan topoizomeraz I’i inhibe ederken, teniposid ve
etoposid gibi ajanlar ise topoizomeraz Il inhibisyonu yaparak antitiimoral aktivite gosterirler.
Bu gruba ait ilaglar akciger, testis, Kkolorektal ve over kanserlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Tromboz, kardiyak iskemi, miyelosupresyon, bulanti, kusma, alopesi,
hipotansiyon ve alerjik reaksiyonlar bu gruba ait ilaglarin sik karsilasilan yan etkileridir (Hu ve
ark, 2016).

Antineoplastik ilaglarin verilmesinden sonra malign hiicre sayisinda goézlenen azalma
eksponansiyel niteliktedir; farmakokinetik agidan birinci derece kinetigine uyar. Diger bir
deyisle, uygulanan her bir doz, hiicre sayisinda her seferinde ayni sayida degil, ayn1 oranda
azalma yapar. Bu nedenle tiimor hiicrelerinin tiimiinii ilacla yok etmek teorik olarak miimkiin
degildir (Narayan ve Vaughn, 2015). Ilacin etkinliginin hiicre dongiisiiniin belirli bir ddSnemine
Ozgii olup olmamasi antineoplastik ajanlarin kullanimmi kisitlayan diger bir durumdur.
Doneme-6zgii ilaglar, viicutta terapdtik konsantrasyon sinirlarinda bulunduklart miiddetge o

esnada hiicre boliinmesinin 1lgili sathasinda bulunan hiicreler tizerinde etki gosterirler. Doneme
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0zgll olmayan antikanser ilaglar ise hiicre ister boliinme sathasinda ister istirahat sathasinda

olsun, tim dénemlerde etkinlik gosterirler (Hudis ve Dang, 2015).

2.2.4. Hormonoterapi

Prostat, meme ve endometriyum gibi cinsiyete 0zgii bazi kanserlerinin tedavisinde
hormon tedavisi segenegi kullanilabilmektedir. Hormon tedavisine duyarli timérlerde hormon
reseptOr antagonistleri, hormon replasman ajanlar1 ve hormon sentez inhibitorleri ve olmak
tizere ii¢ ayr1 grup ila¢ kullanilmaktadir. Hormon replasmaninda amag tiimorde anjiogenezi
indiikkleyen hormonun zit etkilisi verilerek timor capinin kiiglilmesini saglamak veya
metastazlar1 engellemektir. Prostat kanserinin tedavisinde dietilstilbestrol ve progestin
kullanilarak testosteron iiretimi baskilanmaktadir. Meme ve endometriyum kanserlerinin
tedavisinde progestin kullanilarak bu tiimorlerin  biiyiimesi ve metastaz yapmasi
engellenmektedir. Hormon sentez inhibitorleri ise aromataz baskilayici ajanlar ve gonadotropin
salgilayan hormon (GnRH) analoglart olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar. Aromataz enzimi
androjenlerin Gstrojene ¢evrilmesinden sorumlu olan enzimdir. Anastrazol, letrozol gibi
sentetik aromataz baskilayici ajanlar bu doniistimii engelleyerek 6strojen seviyesini diistiriir ve
hiicre biiylimesini engeller. Goserelin ve 10prolid gibi GnRH analoglar1 ise over ve prostat
kanserlerinin tedavisinde kontrollii kimyasal kastrasyon saglamak amaciyla kullanilmaktadir.
Bu yolla erkeklerde testosteron disilerde ise Gstrojen iiretimi baskilanir ( Redden ve ark, 2013;
Anderson ve ark, 2014).

Hormonal tedavide kullanilan iigiincii grup ise hormon reseptdr antagonistleridir.
Bunlar hiicrede belli bir hormon reseptdriine baglanarak antagonistik etki gosteren ve bdylece
hiicre igine biiyiime sinyali gitmesini engelleyen molekiillerdir. Ostrojen ve androjen
antagonistleri olmak iizere ikiye ayrilirlar. Tamoksifen ve fulvestrant anti-ostrojenik etkileri
nedeniyle meme kanserli hastalarda; enzalutamit ve bikalutamit ise anti-androjenik etkileri
nedeniyle prostat kanserli hastalarda kullanilan hormon antagonistlerine 6rnek olarak verilebilir

(Cedeloni ve ark, 2014).



2.2.5. Immiinoterapi

Immiinoterapi, hastanin kendi bagisiklik sisteminin kanser de dahil olmak iizere gesitli
hastaliklarla miicadele i¢in yararlanilan bir tedavi yontemdir. Amag¢ immiin sistem hiicrelerinin
kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayirt ederek onlart hedef almalarini ve yok etmelerini
saglamaktir. Iimmiinoterapi farkli mekanizmalarla etki eden tedavileri icermektedir (Yang ve
ark, 2015). Kanser immiinoterapisinde temel hedef, tiimér hiicrelerinin ¢esitli mekanizmalarini
modiile ederek kendisine karsi duyarsiz hale getirdigi immiin sistemi kanser hiicrelerine kars1
yeniden duyarli hale getirmektir. Bu mekanizmalar konusunda ii¢ ana yaklagim bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi tiimor antijenlerini taniyabilen monoklonal antikorlar araciligi ile
gerceklesen apoptozis, ikincisi yardimer T (T helper) ve sitotoksik T hiicrelerini uyarirken ayni
zamanda dogru antikorlarin olusumunun tetikleyen terapotik kanser asilari; tiglinciisii ise
antijenik olmayan bagisiklik sistemi modiilatorleri olan immiin sistem kontrol noktasi (check

point inhibitorleri) inhibitorleridir (Wang ve ark, 2015).

Monoklonal antikorlar, kanser immiinoterapisi yontemlerinden klinik uygulamada en
sik kullanilandir. Antineoplastik ajanlarin genel olarak pek ¢ok yan etkilere sahip olmalari,
timor biyolojisinin zaman igerisinde daha iyi anlasilmast ve rekombinant DNA
teknolojilerindeki gelismeler son yillarda monoklonal antikorlarin hizla klinik kullanima
girmesine olanak saglamistir. Monoklonal antikorlarin yan etkileri klasik antineoplastik ilaglara
kiyasla olduk¢a azdir. Monoklonal antikorlar antitimorojenik etkilerini baglandiklart reseptor
tizerinden sinyalizasyonu inhibe ederek etki gosterirler (Jarboe ve ark, 2014). Monoklonal
antikor teknolojisi ile tiretilen, belirli bir antijeni spesifik olarak taniyarak baglanan antikorlara
monoklonal antikor denir. Monoklonal antikorlar genellikle tiimor hiicre zarindaki antijenlere
baglanarak etki ederler; ancak bazilar1 saglikli hiicrelerdeki antijenlere veya serbest proteinlere
baglanarak etki etmektedir (Yang, 2015) Antikorlar farkli yollarla galisirlar. Kronik lenfositik
16semi (KLL) hastaliginda kullanilan alemtuzumab lenfosit zarinda yer alan CD52 antijenlerine
baglanir. Baglanan antikorlar tiimorli hiicreleri yok etmek igin bagisiklik sistemini aktive
ederler. Kolon kanseri tedavisinde kullanilan bevasizumab vaskiiler endotelial biiyiime
faktoriine (VEGF) baglanir ve VEGF nin reseptdriine baglanmasini inhibe ederek anjiyogenezi
durdurur. Diger bir monoklonal antikor olan trastuzumab, meme ve mide tiiméorli bireylerde
eksprese olan HER2’ye baglanarak bu tip tiimorlii hastalarda anjiyogenezi engeller (Verma ve
ark, 2012; Yang, 2015).
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Kanser immiinoterapisi amaciyla kullanilan diger bir yontem olan asilar, antijenlerden
Ol timor hiicrelerinden ya da cesitli hiicre boliimlerinden olugmaktadir. As1 kullaniminda
temel amag hastaligi onlemek degil; mevcut hastaliga karsi bagisiklik sistemini harekete
gecirmektir (Ye ve ark, 2016). Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan prostat kanserli
hastalarda kullanim1 onaylanmis bir ajan olan Sipuleucel-T, bu kanser asilara bir 6rnektir.
Asi, tamamen kiir saglamamakta ancak ortalama sag kalim stiresini ve hasta yasam kalitesini
olumlu y6nde etkilemektedir. Kansere neden oldugu diisiiniilen viral enfeksiyonlari 6nleyerek
kanserden korunma saglamay1 amaglayan asilar da mevcuttur. Hepatit B viriisliniin karaciger
kanseri ile human papilloma viriisiin ise servikal, anal ve diger baz1 kanserlerle iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu viriislere kars1 gelistirilen asilar, bu kanserlerin 6nlenmesinde yardimcidirlar
(Wong ve ark, 2016).

Immiinoterapi uygulamalarindan iiciinciisii olan immiin sistem kontrol inhibitdrlerinin
(check point inhibitorleri) amaci, immiin sistemin timor hiicrelerini taniyarak harekete
gecmesini saglamaktadir. T hiicreleri tizerinde bulunan PD-1 (Programli hiicre 6limii proteini
1), immiin sistemin bir kontrol proteinidir. immiin sistemdeki gérevi T hiicrelerinin viicudun
kendi hiicrelerine saldirmasimi engellemektedir (Trivedi ve ark, 2015). Melanom ve renal
hiicreli kanserlerin tedavisinde kullanilan nivolumab ve kiigiik hiicreli akciger kanserleri ve
melanomlarin tedavisinde kullanilan pembrolizumab PD-1 inhibitérlerine ornek olarak
gosterilebilir. Yine melanom tedavisinde kullanilan ipilumumab CTLA-4 (sitotoksik T-lenfosit
iligkili protein 4) yolagiyla indiiklenen T hiicresi inhibe edici sinyalleri bloke eden bir CTLA-
4 immiin kontrol noktasi inhibitoriidiir ve timor hiicrelerine karsi dogrudan bir T hiicresi
immiin saldirisina gegmek igin harekete gecen reaktif efektor T hiicrelerinin sayisini
arttirmaktadir. CTLA-4 blokaji, diizenleyici T hiicrelerinin islevini de azaltarak anti-timor

immiin yanitina da katkida bulunabilir (Larkin ve ark, 2015; Madina ve Adams, 2016).

2.2.6. Kok Hiicre Tedavisi ve Diger Yontemler

Kok hiicreler, diger viicut hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir. Kok
hiicreler multipotent, unipotent pluripotent, oligopotent ve totipotent kok hiicreler seklinde
siiflandirilabilirler ve kanserin de igerisinde bulundugu birgok hastaligin tedavisinde kullanim
alan1 bulurlar (Ahmad ve Amiji, 2017). Ancak her zaman doku uyumunun saglanamamasi en

biiyiikk dezavantajlardan biridir. Kok hiicre tedavisi oncesinde veya tedavi sirasinda hastalara
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radyoterapi ve/veya kemoterapi uygulamasi yapilarak tedavinin etkinligi arttirilabilir veya
bagisikligr baskilayan giiglii ilaglar ile uyum reddi azaltilir. Losemi, meme, miyelom, lenfoma,
testis ve bobrek kanserlerinde kok hiicre tedavisi siklikla uygulanmaktadir (Wang ve ark, 2015).

Kanser tedavisinde son yillarda 6nemi artan bir diger tedavi yontemi gen tedavisidir.
Gen mutasyonlar1 sebebiyle protein yapisinda meydana gelen degisiklikler sonucu hiicre
metabolizmasinda bozukluklar olusabilmektedir. Bu nedenle hastalik etkeni olan genin
saptanarak gen terapisi yontemleriyle tedavi edilmesi bir¢ok hastalikta oldugu gibi kanser

tedavisinde de kullanilmaktadir (Husain ve ark, 2015).

Gen transferi amaciyla kullanilan materyaller vektor olarak adlandirilmaktadir. Genelde
vektor olarak herpes simplex viriis (HSV), adeno iliskili viriis, retroviriis, vaccinia ve lentiviriis
gibi gesitli virtsler kullanilmaktadir. Ancak son yillarda viriislere gore daha uzun etkili ve daha
az toksisiteye sahip olan ¢iplak plazmid DNA’lari, peptoidler, DNA/stearil polilizin kapl
lipidler ve katyonik molekiiller gibi viral olmayan ¢esitli sentetik veya yar1 sentetik sistemler
de gelistirilmistir (Wirth ve Yla-Herttuala, 2014). Giniimiizde gen tedavisi 6zellikle diger
dokulara metastaz yapmamis ve genetik mutasyon sonucu gelistigine dair kanitlar bulunan ¢ogu
kanser tiiriiniin tedavisinde kendisine kullanim alan1 bulmustur (Wirth ve Yla-Herttuala, 2014;
Husain ve ark, 2015).

Yukarida deginilen tedavi yontemleri disinda heniiz rutin tedavi uygulamalar1 olarak
kabul edilmeyen, bazi tiimor tiplerinde kismi faydalari gosterilmis ancak etkinligi ve yan
etkileri heniiz tam olarak aydmlatilmamis radyofrekans ablasyon tedavisi, yiiksek doz C
vitamini tedavisi, fotodinamik tedavi ve hiperbarik oksijen tedavisi gibi farkli tedaviler de
bulunmaktadir (Wang ve ark, 2015).

2.3. Meme Kanserlerinde Risk Faktorleri ve Epidemiyoloji

Meme kanseri tarihteki bilinen en eski kanser tiirlerinden birisidir. Meme kanseriyle
ilgili kesfedilen en eski kaynak Misir’da bulunmustur ve milattan 6nce yaklasik 1600 yillarina
dayanmaktadir. Giinlimiizde meme kanseri, 6zellikle ekonomik refah diizeyi yiiksek iilkelerde
yasayan kadinlarda en fazla goriilen ve Olime sebep olan kanser tipi olarak Onemini

korumaktadir. Kadinlardaki tiimorlerin yaklasik %23’linden ve kansere bagli oliimlerin
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yaklagik %14’tinden sorumludur. Gelismis iilkelerde yasayan kirk yasindan biiyiik her sekiz
kadindan birinin meme kanserine yakalanacagi diisiiniilmektedir. (Baum, 2013). Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansinin son verilerine gére cinsiyet ayrimi
gbzetmeksizin bakildiginda meme tiimorleri diinyada akciger timorlerinden sonra ikinci en sik

goriilen kanserdir (Tablo 1).

Tablo 1. Diinyada en yiiksek insidansa sahip 10 kanser tiriic (WEB_1, 2019)

Akciger
Meme

kKolorektal e
M insidans

Prostat M Mortalite

Mide
Karaciger
Serviks Uter

Ozefagus
Mesane
Mon Hodkin Lenfoma

0 1 2 3
(Milyan)

Meme kanseri diinyada oldugu gibi iilkemizde de kadinlar arasinda en sik goriilen ve
oliime sebep olan kanser tiiriidiir. Ozellikle gelismis iilkelerde son yillarda insidansta artis
olmakla birlikte, erken tani olanaklarmin ilerlemesi ve tedavi yontemlerindeki yenilikler
sayesinde mortalite oranlarinda azalma kaydedilmektedir. Hastaligin insidansindaki artigin
2001 yilindan sonra azalma egilimi gostermeye basladigi; 2004 yilindan itibaren ise bu azalma
biraz yavaglayarak da olsa devam etmekte oldugu bildirilmistir (DeSantis ve ark, 2016). Diger
taraftan DSO’niin 2012 y1linda agikladig: son verilere gore diinyada her yil yaklagik 1,7 milyon
kadina meme kanserine teshisi konulmakta ve 522.000 kisi bu hastalik nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (Tablo 2). Ulkemizdeki meme kanseri yiikii incelendiginde ise her yil yaklasik
15.200 hastaya meme kanseri teshisi konuldugu ve 5.200 civarinda hastanin meme kanseri
nedeniyle hayatini kaybettigi goriilmektedir (Tablo 3). Tiirkiye’de meme kanseri tanist konulan
kadinlarin %40.4°1 25-49, %44.5°1 ise 50-69 yas araliginda yer almaktadir (WEB_2, 2019).
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Tablo 2. Diinyada kadinlarda en sik goriilen kanserlere ait insidans ve mortalite (WEB_1,2019)

Meme
Kolorektal
Akciger
Serviks Uten )
Mide B Insidans
B Mortalite

Korpus Uten

Over

Tiroid

Karaciger

Non Hodkin Lenfoma

0 0,5 1 1,5 2
(Milyon)

Tablo 3. Ulkemizde kadinlarda en sik goriilen kanserlere ait insidans ve mortalite (WEB_1,
2019)

Meme
Tiroid
Kolorektal
Mide M insidans

Korpus Uteri M Mortalite

Akcifer

Over

Beyin, Sinir Sistemi
Non Hodkin Lenfoma

Ldsemi

0 5000 10000 15000 20000

Meme kanserinin etiyolojisinde rol oynayan pek c¢ok faktor bulunmaktadir. Meme
timorli  hastalarin  ¢ogunda etiyoloji tam olarak saptanamamistir. Ancak hastaligin

gelismesinde pek ¢ok risk faktorii oldugu belirlenmistir. Bu risk faktorleri gevresel etmenler,
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demografik ozellikler, genetik faktorler ve reprodiiktif oykii basliklarinda smiflandirmak

miimkiindiir (Rojas ve Stuckey, 2016).

Demografik 6zellikler arasinda cinsiyet en 6nemli risk faktoriidiir. Cok nadir olarak
erkeklerde de meme kanseri goriilebilmektedir. Ancak kadinlardaki risk erkeklere gore yiiz kat
daha fazladir. ileri yas meme kanserinde diger dnemli bir risk faktériidiir. Hastalik en fazla 50
- 69 yas araligindaki kadinlarda goriilmektedir. Hastaligin beyaz irk kadinlarda insidansi1 daha
fazladir. Ancak mortalite orani ise zencilerde daha yiiksektir (Garcia-Closas ve ark, 2014).
Meme kanserinin gelismekte olan iilkelere gére Bati Avrupa ve Kuzey Amerika iilkeleri gibi
sosyoekonomik diizeyi yiiksek iilkelerde daha fazla insidansa sahip oldugu bilinmektedir
(Rojas ve Stuckey, 2016).

Uzun siire Ostrojen igerikli oral kontraseptif ilag kullanmak meme kanseri igin risk
arttiricr faktordiir (Gierisch ve ark, 2013). 12 yas dncesinde menars, 55 yasindan sonra girilen
menapoz, hi¢ dogurmamis olmak ve 35 yasindan sonra yapilan ilk dogum gibi faktorlerin meme
kanserine yakalanma konusunda risk artisina neden oldugu bildirilmistir. Diger taraftan
emzirmenin, meme kanserinde risk azaltici bir faktor oldugu bildirilmistir (Anderson ve ark,
2014). Meme kanseri riskini arttirdigi ¢alismalarla gosterilen gevresel faktorler ise tiitiin ve
alkol tiiketimi, uzun siire yiiksek yag agirlikli diyet ile beslenmek, obezite, memenin aktif
gelisim doneminde radyasyon maruziyeti, hava kirliligi ve hormon replasman tedavisi olarak

sayilabilir (Garcia-Closas ve ark, 2014).

Meme kanseri teshisi konulan kisinin birinci ve ikinci derece yakinlari da ileri
zamanlarda meme kanserine yakalanma konusunda genetik yatkinliga sahiptirler. 17.
kromozomda bulunan BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde mutasyon olan kadinlarin meme
kanserine yakalanma riski mutasyon bulunmayan bireylere gore %40 ila %80 arasinda
artmaktadir (Filippini ve Vega, 2013). BRCAL geni dstrojen reseptorlerinin aktivitesini modiile
ederek meme dokusunda Gstrojen hormonunu kontrol eder. Bunun yaninda DNA hasarlarinin
tamirinde ve kromatinin yeniden sekillenmesinde rol oynar. BRCAZ2 geni ise sadece DNA’y1
onarir ve kromatinin yeniden sekillenmesinde gorev alir (Romaglano ve ark, 2015). BRCAL ve
BRCA2 genleri hiicrelerin anormal boliinmelerini engelleyerek tiimor baskilayici etki
gosterirler (Filippini ve Vega, 2013). BRCA mutasyonlar1 digsinda 10. kromozomda yer alan bir
tiimor baskilayici gen olan PTEN, protein tirozin fosfataz aktivitesi listlenen bir proteini kodlar.

Bu protein viicutta neredeyse tiim dokularda bulundugundan PTEN geni mutasyonlar1 viicutta
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meme kanseri de dahil olmak flizere bircok kansere zemin hazirlar (Kobayashi ve ark,
2013). Diger bir tiimor baskilayici gen olan p53, apoptoziste gorev alan bir gen transkripsiyon
faktortudiir. p53 geninde meydana gelen mutasyonlar artmis meme kanseri riski ile iliskilidir
(Duffy ve ark, 2014).

2.4. Meme Kanseri Tiirleri

Memede meydana gelen kitlelerin biiyiik bir cogunlugu epitel ve bag doku kaynakli
karsinomlar veya siit bezi ve kanallarindan kaynaklanan adenokarsinomlardir. Kanser
hiicrelerinin meme ve ¢evre dokulara yayilmalarina gére non-invaziv (in situ) ya da invaziv
kanserler olarak smmiflandirilabilir (Mirshahidi ve Abraham, 2009). Meme kanserlerinin

siniflandirilmasi Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Meme Kanseri Tiirleri (Ozbas ve ark, 2012).

1. In-Situ  Intraduktal (In situ duktal) karsinom
In situ lobiiler karsinom

2.Invaziv Invaziv duktal karsinom Metaplastik karsinom
Mikroinvaziv karsinom Apokrin karsinom
Tiibiiler karsinom Histiositoid karsinom
Invaziv kribriform karsinom Lipidten zengin karsinom
Miisinéz karsinom Berrak hiicreli karsinom
Papiller karsinom Sekretuar (juvenil) karsinom
Invaziv lobiiler karsinom Adenoid Kistik karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom Metastatik karsinom
Mediiller karsinom Invaziv lobiiler karsinom
Tagl yiiziik hiicreli karsinom Inflamatuvar meme karsinomu

Duktal tiimdrler meme kanallarindaki epitel dokulardan koken alan kanserlerdir (Ozbas
ve ark, 2012). Duktal karsinoma in situ, duktus igerisindeki hiicrelerin kansere doniismesi ile
meydana gelir. Mamografide siklikla mikrokalsifikasyonlar seklinde goriiliir. Tedavi
edilmediklerinde invaziv duktal karsinomaya doniisme potansiyelleri vardir (Cedolini ve ark,
2014). invaziv (infiltratif) duktal timdrler meme kanserinin en sik goriilen tiiriidiir. Tiim meme
kanserlerinin yaklasik %75-80’ini olustururlar. Duktuslarda baslayan tiimér hiicresi 6nce gevre
dokulara infiltre olur, ardindan kan ve lenf yoluyla viicudun diger bdliimlerine metastaz

yaparlar (Mirshahidi ve Abraham, 2009).
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Lobiiler kanserler meme lobiillerindeki epitel dokudan koken alan tiimdrlerdir.
Noninvazif lobiiler kanserler lobiiler karsinoma in situ ve invazif lobiiler kanserler olmak iizere
ikiye ayrilirlar. Lobiilar karsinoma in situ memenin lobiillerinden k6ken almaktadir. Genellikle
belirti vermezler ve mamografide goriilmeyebilirler (Mirshahidi ve Abraham, 2009). Kesin tani
kitleden yapilan biyopsiyle konulur. Diger bir lobiiler timdr tipi olan invaziv (infiltratif) lobtiler
karsinomlar ise meme kanserlerinin %10-15’ini olustururlar. Mamografi ile her zaman fark
edilemeyebilirler. Timor, lobiillerin epitelinden kdken alarak g¢evre dokulara infiltre olur,
ardindan lenfatik sistem ve kan yoluyla viicudun diger béliimlerine metastaz yaparlar.

Genellikle bilateral ve ¢ok merkezli timérlerdir (Ozbas ve ark, 2012).

Inflamatuvar meme kanseri tim meme tiimérleri icerisinde %1-3 oraninda karsilasilan
nadir tiplerindendir. Inflamatuvar meme tiiméorleri diger meme kanserlerinden farkli olarak
mastit bulgularina benzer bulgular gosterirler. Bu nedenle hekimlerce siklikla karistirilabilir.
Memede inflamatuvar meme kanserine bagli agri olabilir fakat bu durum her hastada
goriilmeyebilir (Mirshahidi ve Abraham, 2009). inflamatuvar meme kanserlerinde semptomlar
genelde aniden ortaya ¢ikmaktadir. Kanser hiicreleri meme igerisindeki kiigiik lenf kanallarini
bloke eder. Bunun sonucunda memede kizariklik, sislik, sicaklik hissi, deride kalinlasma ve

sertlesme meydana gelir (Cedolini ve ark, 2014).

Meme’de goriilen paget hastaligi aerola ve ¢evresinde meydana gelen, invaziv meme
kanseri ya da intraduktal karsinoma in situ adi verilen nadir bir meme kanseri tiiridiir. Meme
kanserlerinin yaklasik %1 ini olusturur (Ozbas ve ark, 2012). Meme bas1 ve aerolada kirmiz1
gorliiniim, yanma, kasint1 hissi, tilserasyon ve kanama gibi belirtiler goriiliir. Kesin tani biyopsi
ile konulur. Bu alt tiire ait prognozun diger duktal ve lobuler timdrlere oranla daha iyi oldugu
bildirilmistir (Mirshahidi ve Abraham, 2009).

2.5. Meme Kanserlerinde Tani1 ve Evreleme

Meme dokusunda en sik kansere rastlanan bolge fazla miktarda meme dokusu igermesi
miinasebetiyle iist dig kadrandir. Meme timdrlerinin yaklagik yarisi bu bolgede meydana gelir.
Digerleri siras1 ile meme ucu ¢evresinde %18, iist i¢ bolimde %135, alt dis boliimde %11 ve alt
i¢ boliimde %6 oranindadir (Ozbas ve ark, 2012). Diger pek ¢ok tiimér tipinde oldugu gibi

meme tiimorlerinde de boyutlarin kiigiik ve kolay tedavi edilebildigi donemlerde genellikle
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herhangi bir belirti goriilmez. Meme kanseri hissedilebilir derecede biiylidiigiinde ise en sik
goriilen belirti genellikle agrisiz sisliktir. Sik goriilebilen diger belirti bulgular; meme basi
akintis1, agri, memelerde asimetri, meme derisinde 6dem ve iilserasyonlar, portakal kabugu
gOriiniim, meme basinda retraksiyon, meme derisinde ¢ukurlasma, lenf nodullerinde biiyiime

ve st kolda sismedir (Mirshahidi ve Abraham, 2009).

Meme kanserinde erken tani hastaligin tedavisinde son derece énemlidir. Klinik meme
muayenesi ve mamografi meme kanserinin en sik kullanilan erken tani yontemlerindendir
(Oktay, 2012). Yiiksek riskli bireylerde manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve bazi
durumlarda (yogun meme dokulu bireylerde) ultrasonografi (USG) erken tan1 yontemi olarak
kullanilmaktadir (Tunaci, 2012). Hastaligin tanisinin ve alt tiirliniin belirlenmesinde bu
yontemlerin yaninda siipheli kitlelerde kesin taniy1 saptamak icin biyopsi de kullanilmaktadir.
Meme cerrahisinde kullanilan biyopsi ¢esitleri; perkiitan biyopsi, kor (kesici igne) biyopsisi,

vakum destekli kor biyopsi ve cerrahi biyopsidir (Aksaz, 2012).

Tedavide erken tan1 kadar hastaligin bulundugu dogru evrenin saptanmasi da son derece
onem arz etmektedir. Evrenin belirlenmesi kanser tanisi alan bir hastada izlenecek yolu
belirleyen ana olgiitlerden birisidir. Evreleme; her bir kanser evresi i¢in en uygun tedavinin
belirlenmesine, farkli tedavi sekilleri arasinda kiyaslama yapmaya ve prognozun tahmin

edilmesine olanak tanir (Ejlertsen, 2016).

Eski Misir yazitlarinda bulunan bilgilerden M.O. 1600°lii yillarda meme kanserlerinin
yalnizca ameliyat edilebilir ve ameliyat edilemez seklinde siniflandirildigr anlagilmaktadir. 20.
yiizyilin baglarina kadar tiim diinyada kabul goren bu siniflandirma 20. yiizyildan itibaren
hekimlerin tiim meme kanserlerinin ayni prognoz ya da tedaviye sahip olmadigini fark
etmesiyle degismeye baglamistir. 1904 yilinda Alman hekim Steinthal meme kanserlerini ii¢
evreye ayirarak o tarihe kadar kabul goren anlayisin ilk defa yikilmasini sagladi. Steinthal’in
simiflandirmasina gore meme’de lokalize kiigiik tiimorler 1. evre tiimorleri, aksilller lenf nodu
tutulumu olan biiyiik tiimorler 2. evre tiimorleri ve meme etrafindaki dokulara yayilimi olan
tiimorlerde 3. evre tlimorleri olusturmaktadir (Singletary ve Connolly, 2006). 1928 yilinda Lee
ve Stubenbord isimli arastirmacilar bu bilgilere ilaveten timor biiyiime hizini da igeren bir
siniflandirma yayimladilar. Bu siniflandirma ile ilk kez her tiimoriin farkli biyolojik karaktere
ve biiyiime hizina sahip olabilecegi fikri ortaya konulmustur (Santillan ve ark, 2009). Bu

tarihten 1980°li yillara kadar farkli kurumlar ve arastirmacilar tarafindan tiimorlerin gesitli
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ozelliklerine gore birgok kanser evreleme modeli sunulmustur. Bu modeller igerisinde
Uluslararas: Kanserle Miicadele Birliginin (UICC) 1958 yilinda ve Amerikan Ortak Kanser
Komitesinin (AJCC) 1977 yilinda yayimladiklari evreleme modelleri arasindaki farkliliklar
giderilerek 1987 yilinda TNM evreleme sistemi adiyla ortak, tek tip bir evreleme sistemi
yayimmlanmigtir. TNM evreleme sistemi giiniimiizde diinyada en ¢ok kullanilan evreleme
sistemidir (Friese ve ark, 2009; Edge ve Compton, 2010). Tanimda yer alan “T” tiimdriin
boyutunu, “N” tiimor tutulumu olan lenf bezlerinin sayisini ve “M” ise tiimoriin ¢evre dokulara
yayilip yayilmadigini gosterir. Kanserin evresini, timoriin boyu ve kanserin yayilimi tanimlar.
TNM evreleme sistemine gore meme kanseri 4 evreye ayrilmaktadir. Meme tiimorlerinde TNM
sistemi ile ilgili tanimlar Tablo 5’te, meme tiimorlerinde TNM siniflandirmasi ise Tablo 6’da

sunulmustur.

Tablo 5. UICC ve AJCC’ye gore meme kanserlerinin TNM sistemi tanimlari.

Primer Tiimor (T)

TX: Primer tiimor degerlendirilememesi.

TO: Primer tiimor bulgusu yok.

Tis: Karsinoma in situ (Duktal Karsinoma In Situ, Lobuler Karsinoma In Situ, meme
parankiminde eslik eden invaziv karsinom ya da karsinoma in situ bulunmayan meme
baginin Paget hastalig1).

T1: Tiimor ¢ap1 < 20 mm

T2: Timor ¢ap1 > 20 mm ve < 50 mm

T3: Tiimor ¢ap1 > 50 mm

T4: Boyutuna bakilmaksizin gégiis duvarina ve/veya cilde direkt uzanim gosteren timor
Lenf Nodu (N)

Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor.

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1: Mobil ipsilateral seviye 1-2 aksiller lenf nodlarina metastaz

N2: Fikse ipsilateral seviye 1-2 aksiller lenf nodlarina metastaz veya klinik olarak aksiller
lenf nodu metastazi bulgusu olmadan ipsilateral internal mamarian lenf nodlarina metastaz
N3: Seviye 1-2 aksiller lenf nodu metastazi olsun veya olmasin ipsilateral infraklavikiiler
lenf nodlarina metastaz

Uzak Metastaz (M)

MO: Klinik veya radyolojik olarak uzak metastaz bulgusu yok.
M1: Klasik klinik ve radyolojik bulgularla tespit edilmis ve/veya histolojik olarak 0,2
mm’den biiyiik oldugu kanitlanmis uzak metastaz
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Tablo 6. UICC ve AJCC’ye gére meme kanserlerinde TNM evrelemesi

Evre Tiimor Nod Metastaz
0 Tis NO MO
1A T1* NO MO
1B TO N1mikroinvazyon MO
T1* N1 mikroinvazyon MO
TO N1** MO
2A T1* N1** MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
2B T3 NO MO
TO N2 MO
T1* N2 MO
3A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
3B T4 N1 MO
T4 N2 MO
3C Herhangi bir T N3 MO
4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1

* T1mikroinvazyon dahil, ** Nodal mikrometastazlar ile birliktelik gosteren TO ve T1 tiimorler evre
2A’ya dahil edilmez ve evre 1B olarak siniflandirilirlar.

2.6. Meme Kanseri Kemoterapisinde Kullanilan Antineoplastik Ajanlar

Kemoterapi, diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de en sik bagvurulan tedavi
yontemidir. Radyoterapi veya cerrahi tedaviden once tiimor ¢apini kiiciiltmek ve hastanin
tiimore bagli sikayetlerini azaltmak igin verilen tedaviye neoadjuvan tedavi adi verilir. Total ya
da parsiyel cerrahi rezeksiyon sonrast mikrometastazlari yok etmek igin verilen tedavi ise
adjuvan kemoterapi olarak adlandirilir (Redden ve Fuhrman, 2013). Adjuvan kemoterapide
amag¢ tan1 aninda dolagim sisteminde bulunan mikrometastazlari bertaraf ederek, hastaligin
tekrarlamasini engellemek ve sag kalim siiresini uzatmaktir. Belirli bir kemoterapi protokolii
hem adjuvan hem de neoadjuvan tedavi amaciyla kullanilabilir. Hastaligin evresi, timor
biiyiikliigii, hastanin yas1 ve komorbid faktorlerinin varligi, aksillanin durumu, metastazli lenf
diigiimii sayis1i, hormon reseptorlerinin (estrojen ve progesteron) ve HER-2/neu onkogen
ekspresyonunun saptanmasi, timoriin farklilasma derecesi, Ki-67 skoru ve lenfovaskiiler
invazyon varligi tedavide ilag secimini belirleyen Onemli risk faktorleri olarak kabul

edilmektedir. Uygulamada genel kural olarak farkli mekanizmalarla etki eden, farkli rezistans
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mekanizmalarina sahip, doz kisitlayici toksisiteleri farkli olan birkag ilag kombinasyon halinde

kullanilmaktadir

(Esposito ve ark, 2014). Adjuvan ve neoadjuvan meme kanseri

kemoterapisinde kullanilan tedavi protokolleri Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7. Meme kanseri kemoterapisinde kullanilan protokoller (Mirshahidi ve Abraham, 2009).

Tedavi  Tlaclar Uygulama Siklus Sayisi
Siklofosfamid 600 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giin arayla, 8 kiir
CMF Metotreksat 40 mg/m? Giin 1, i.v.
5 Fluorourasil 600 mg/m? Giin 1, i.v.
AC Doksorubisin 60 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 4 kiir
Siklofosfamid 600 mg/m? Giin 1, i.v.
TC Taxotere 75 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 4 kiir
Siklofosfamid 600 mg/m? Giin 1, i.v.
Fluorourasil 500 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 6 kiir
FAC Doksorubisin 50 mg/m? Giin 1, i.v.
Siklofosfamid 500 mg/m? Giin 1, i.v.
Fluorourasil 500 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 6 kiir
FEC Epirubisin 100 mg/m? Giin 1, i.v.
Siklofosfamid 500 mg/m? Giin 1, i.v.
Dosetaksel 75 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 6 kiir
TAC Doksorubisin 50 mg/m? Giin 1, i.v.
Siklofosfamid 500 mg/m? Giin 1, i.v.
EC Epirubisin 75 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 4 kiir
Siklofosfamid 600 mg/m? Giin 1, i.v.
Doksorubisin 60 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 4 kiir
AC P Siklofosfamid 600 mg/m? Giin 1, i.v. (Yogun dozda 14 giinde bir)
ardindan Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 4 kiir
Paklitaksel 175 mg/m? (Yogun dozda 14 giinde bir)
Fluorourasil 500 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 3 kiir
Epidoksorubisin 100 mg/m? Giin 1, i.v.
FEC—D Siklofosfamid 500 mg/m?
ardindan
Dosetaksel 100 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir, 3 kiir
Eribulin 1.4 mg/m? Giin 1- 8 i.v. 21 giinde bir
Ixabepilone 40 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir
*Tek Epirubisin 60-90 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir
) Doksorubisin 60-75 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir
Ajanh Sisplatin 75 mg/m? Giin 1, i.v. 21 giinde bir
Tedaviler Siklofosfamid 50 mg Giin 1-21, p.o. 28 giinde bir
Paklitaksel 80 mg/m? Giin 1, i.v. Haftada bir
Gemsitabin 800-1200 mg/m? Giin 1, 8, 15, i.v. 28 giinde bir
Vinorelbin 25 mg/m? Giin 1, i.v. Haftada bir

*Diger tiim protokoller adjuvan, neoadjuvan kemoterapide kullanilirken tek ajanli tedaviler yalnizca
niiks eden veya metastatik meme kanserlerinde progresyona kadar kullanilmaktadir.
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2.7. Epirubisin ve Siklofosfamid Kombinasyon Tedavisi

Kanser tedavisinde genel kural olarak farkli mekanizmalarla etki gdsteren, farkli
rezistans mekanizmalarina sahip, doz kisitlayici toksisiteleri farkli olan birden cok ilacin
birlikte kombine olarak kullanildigr onceki boliimlerde aktarilmisti. Tablo 7°de gorildigii
tizere gerek adjuvan gerekse neoadjuvan meme tiimorlerinin kemoterapisinde epirubisin ve
siklofosfamid kombinasyon halinde 21 giin araliklarla kullanildig1 gibi metastatik veya niiks
etmis olgularda progresyona kadar ayr1i ayr1 tek ajan olarak da uygulanmaktadirlar.
Calismamizda epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon sagaltiminda antioksidan etkili bir
bilesik olan oleuropeinin etkileri arastirildigindan her iki antineoplastik ilacin da etkileri ve

ozelliklerinin irdelenmesinde fayda goriilmiistiir.

2.7.1. Epirubisinin Kullanim ve Ozellikleri

Antrasiklin tiirevi bir antineoplastik ajan olan epirubisin, doksorubisinin 4'-epimeri (4'
epidoksorubisin) olup daunorubisinin yar1 sentetik bir tiirevidir. Molekiil agirligi 543.52 g/mol,
kapali formiilii C27H20NO11, agik formiiliiniin [UPAC sistemine gére okunusu (8S,10S)-10-
((2R,4S,5R,6S)-4-Amino-5-hidroksi-6-metiltetrahidropiran-2-dihidroksi)-6,8,11-trihidroksi-8

-(2-hidroksiasetil)-1-metoksi’dir. Epirubisinin kimyasal yapis1 Sekil 1’de sunulmustur.

O OH S

Sekil 1. Epirubisinin (C27H20NO11) kimyasal yapis1 (Khasraw ve ark, 2012).

Epirubisin, doksorubisin ile aktivite ve toksisite spektrumu bakimindan benzer

ozelliklere sahiptir. Meme kanseri tedavisinde doksorubisin-siklofosfamid-flurourasil ve
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epirubisinin-siklofosfamid-flurourasil kombinasyonlarin1  karsilagtiran iki ayr1 faz 1ll
calismasinda, epirubisin ile tedavi edilen hastalarin doksorubisinle tedavi edilenler ile benzer
yanit ve hayatta kalma oranlarina sahip olduklar1 gosterilmistir (Khasraw ve ark, 2012).
Epirubisin, meme kanseri disinda hodgkin hastaligi, akciger kanseri, non hodgkin lenfoma,
malign lenfoma, mesane kanseri, mide kanseri, multipl mylelom ve over kanserlerinin
tedavisinde de kullanilan bir ilagtir. Epirubisin kiigiik ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri,
Non-Hodgkin lenfoma, gastrik kanser, over kanseri ve hepatoseliiler karsinomda
doksorubisinle benzer yanit oranlaria sahiptir. Doksorubisin ve epirubisinin etki spektrumlari
benzer olmakla birlikte, toksisiteleri birbirinden farklilik gostermektedir. Epirubisin
doksorubisine gore daha az miyelotoksiktir ve daha diisiik kardiyotoksisite insidansina sahiptir

(Jamieson ve ark, 2014).

Epirubisinin gostermis oldugu antineoplastik aktivite hiicre dongiisiiniin sadece belirli
bir asamasina 6zgiil degildir. Epirubisin, DNA baz giftleri arasinda interkalasyonla DNA ile
kompleks olustururak heliks seklindeki yapinin degismesine neden olur. DNA
konformasyonunda meydana gelen bu degisiklik, DNA polimerazin inhibe olmasi sebebiyle
DNA zincirinin uzamasini etkileyebilir ve RNA polimerazin da baskilanmasi nedeniyle protein
sentezi inhibe edilir. Epirubisin ayrica bakir ve demir iyonlariyla baglanarak kompleks
olusturabilir. Yiiksek baglanma giiciine sahip bu komplekslerin mitokondri ve membran
hasarina neden olan redoks dongiisiindeki degismeler nedeniyle, epirubisinin kardiyotoksik
etkiler olusturmasinda rol oynadigi disiiniilmektedir (Danesi ve ark, 2012). Diger taraftan
epirubisin, transkripsiyon asamasinda topoizomeraz Il enzimini etkileyerek baslangigtaki
enzim-DNA kompleksinin stabilizasyonuna ve ¢ift zincir kiriklarina neden olabilir. Epirubisin
tek elektron ile indirgenerek serbest oksijen radikalleri de olusturabilir. Epirubisin, Fe*? ve
oksijen gibi katalizorler varliginda indirgenerek semikuinon radikali olusturur. Oksijen
varliginda semikuinon radikali, daha sonra hidrojen peroksid (H202) varliginda hidroksil
radikaline doniisebilen siiperoksid anyonlarinin olusmasina neden olabilir. Bahsedilen siirecin
sematize sunumu Sekil 2°de gosterilmistir. Epirubisinin olusturdugu serbest radikaller DNA
zincirinin  ayrilmasina, membran lipidlerinin peroksidasyonuna ve tiol gruplarinin,
piirin/pirimidin bazlar1 ile aminlerin direkt oksidasyonuna neden olabilir (Khasraw ve ark,
2012).
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Sekil 2. Epirubisin semikuinon radikali ve etkileri (Danesi ve ark, 2002).

Epirubisin ile indiiklenen serbest radikal olusumu ilacin kardiyotoksik etkilerinde rol
oynar. Epirubisin kalp hiicrelerinde indirgenerek bir antrasiklin serbest radikaline doniisiir.
Normalde, siiperoksid radikalleri glutatyon peroksidaz ile oksijene geri doniistiiriiliir. Ancak,
kalpte glutatyon peroksidaz enzimi esansiyel olarak bulunmadigindan epirubisin uygulamasi,
kalp hiicrelerinde mevcut glutatyon peroksidaz aktivitesini de yok eder. Sonugta, ortamdaki
H,02, demir iyonlariyla (Fe'?) reaksiyona girmek durumunda kalarak, siddetli lipid
peroksidasyonuna ve yaygin mitokondrial yikima neden olan yiiksek derecede toksik
stiperhidroksit radikalini olusturur (Danesi ve ark, 2002). Epirubisinin serbest radikal olusturma
slireci ve enzimatik oksidasyonuna ait sema Sekil 3’te sunulmustur. Kalp hiicreleri ve malign
hiicreler mitokondri agisindan zengin hiicrelerdir. Ayrica, serbest radikaller, kalsiyum
kanallarindaki siilthidril gruplar ile ¢apraz baglar yaparlar, kalsiyum-ATPaz'"1 inhibe ederek
sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum depolarinin biiyiik oranda bosalmasini saglarlar ve
kalsiyum depolarmin yeniden dolmasini da engellerler. Epirubisinin, doksorubisin ile
karsilagtirildiginda klinik olarak daha diisiik diizeyde kardiyotoksik etki gdstermesinin nedeni,
yiiksek olasilikla epirubisinin glukuronik asit ile konjuge olmasi ve viicuttan daha hizli bir

sekilde uzaklastirilmasidir (Khasraw ve ark, 2012).
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Sekil 3. Epirubisinin serbest radikal olusturma siireci ve enzimatik oksidasyonu (Danesi ve

ark, 2002).

Epirubisin i.v. olarak uygulanan bir ilagtir ve uygulamay takiben dokulara genis bir
sekilde dagilir. Epirubisin kan proteinlerine, 6zellikle de albumine, %77 oraninda baglanir.
Viicuttan itrahi karaciger ve bobrek fonksiyonlart normal olan bireylerde, ilacin i.v. verilisinden
sonraki plazma seviyeleri, yaklasik 40 saatlik ortalama yar1 6miirle eksponansiyel diisiis modeli
gosterir (Saji ve ark, 2007). Epirubisin, karaciger ve kirmizi kan hiicreleri de dahil olmak tizere
birgok doku tarafindan hizli bir sekilde metabolize edilir. Metabolizasyon temelde dort yolak
ile gerceklesir: ilk olarak C-13 keto grubu indirgenir ve epirubisinol (epirubisin’in 13(S)-
dihidro tiirevi) olusur. Ardindan epirubisinoliin ve degismemis ilacin glukuronik asit ile
konjugasyonu gerceklesir. Daha sonra hidrolizle amino seker grubunun uzaklastirilmasi ve
aglikonlarin olusmasi meydana gelir. Son asamada ise seker grubu bir redoks reaksiyonu ile
uzaklastirilir ve 7-deoksi-doksorubisin aglikonunu olusur (Danesi ve ark, 2002). Epirubisinol,
epirubisinin sitotoksik aktivitesinin %10’una sahip oldugundan, epirubisinin genel sitotoksik
aktivitesinde onemli bir artis yapmaz. Epirubisinol ve epirubisinin glukuronit metabolitleri
inaktiftirler, ancak glukuronit metabolizmasi epirubisinin serbest radikal olusturma 6zelliginin
degismesine neden olarak kardiyotoksik etkilerinin azalmasini saglayabilir. Ilacin diger
metabolitlerinin bilinen herhangi bir aktivitesi bulunmamaktadir. Epirubisin ve ana

metabolitleri biliyiikk oranda safra, daha diisiik miktarda ise idrarla itrah edilirler. Epirubisinin
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metabolizmasi ve itrahi karaciger bozukluklar1 olan hastalarda azalmaktadir. flacin viicuttan
uzaklastirilmasi aspartat aminotransferaz (AST) enzimi yiiksek olan hastalarda %30, AST ve
bilirubini yiiksek olan hastalarda ise %50 oraninda azalmaktadir. Kadinlarda yas arttik¢a
epirubisinin viicuttan uzaklastirilma hiz1 da azalmaktadir. Karaciger ya da bobrek bozuklugu

olan hastalarda epirubisinin dozu ayarlanmalidir (Lindman ve ark, 2007).

2.7.2. Siklofosfamidin Kullanimi ve Ozellikleri

Siklofosfamid déneme 6zgii olmayan bir antineoplastik ilagtir. immiinosiipresif etkili,
oda sicakliginda beyaz veya beyaza yakin renkte kristalize halde toz halde bir bilesiktir. Erime
derecesi 45-53°C arasindadir. Molekiil agirlig1 279.10 g/mol, kapali formiilii C7H1sN202P, agik
formiiliinin TUPAC sistemine gore ag¢ilimi (RS)-2-[Bis(2-kloretil)amino]-2H-1,3,2-
oksazafosfinan-2-oksit’dir. ~ Siklofosfamide ait kimyasal yap1 Sekil 4’te verilmistir.
Siklofosfamid, meme kanseri disinda akut lenfositik 16semi, hodgkin hastaligi, akciger kanseri,
non-hodgkin lenfoma, over kanseri, multipl miyelom, sarkoma, kronik lenfositik l6semi,
mikozis fungoides, noéroblastoma ve retinoblastoma gibi malignitelerin tedavisinde de
kullanilan alkilleyici bir ajandir. Etki mekanizmas1 busulfan, melfalan, klorambusil,
mekloretamin, tiyotepa ve ifosfamid gibi diger alkilleyici ajanlarla benzerlik gosterir (Emadi
ve ark, 2009).

Sekil 4. Siklofosfamidin (C7H15N202P) kimyasal yapis1 (Emadi ve ark, 2009).

Siklofosfamid bir 6n ilagtir ve sitotoksik etkisini gosterebilmesi i¢in sitokrom P450
enzim sistemi ile aktive edilmesi gerekir. Hepatik mikrozomal sistem, siklofosfamidi
aldofosfamid ve 4-hidroksisiklofosfamide doniistiiriir. Bu metabolitler de DNA'nin giiglii
alkilleyicisi olan akrolein ve fosforamid mustarda (fosforamid hardali) doniiserek etki gosterir.

Antineoplastik etki akrolein ve fosforamid mustardin DNA molekiiliine kovalent olarak
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baglanmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Siklofosfamid, DNA molekiilii ile ¢apraz baglanarak DNA
sentez siirecinin durmasina ve dolayisi ile hiicre 6liimiine neden olur (Wang ve ark, 2013).
Siklofosfamidin biyotransformasyon ile aktif ve inaktif metabolitlerine doniismesine iliskin

yolaklar Sekil 5’te sunulmustur.

Karboksi Siklofosfamit
4-Keto Siklofosfamit

o ¥ [ aomiat
;p/ T ADH ALDH3A1
ioakti ALDH5A1
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me” N Ng  CYPas E <<
| H, CYP3A4
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Siklofosfamit
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Dekloroetil

Siklofosfamit
Sekil 5. Siklofosfamidin biyotransformasyon ile metabolitlerine doniisiimii (Wang ve ark,
2013).

Siklofosfamid oral yolla 100 mg ve daha diisiik dozlarda verildiginde hemen hemen
tamamiyla absorbe olur. 300 mg veya daha yiiksek dozlarla verildiginde ise biyoyararlanimi
%75 civarindadir. Siklofosfamidin aktif metabolitleri viicuda yaygin sekilde dagilir. Ancak,
ilag serebrospinal sivida meningeal 16semiyi tedavi etmeye olanak saglayacak derecede yiiksek
konsantrasyonlara ulasamaz (Emadi ve ark, 2009). Siklofosfamid anne siitiine yliksek oranda
gecer. Gebelik stiresince siklofosfamid kullanimi D kategorisinde siniflandirilmistir.
Amniyotik s1vida plazma konsantrasyonlarinin %25'i diizeyine ulasir. Plazma proteinlerine ¢ok
diisiik oranda baglanir (Saji ve ark, 2007). Ana ilag, karacigerdeki CYP450 enzim sistemi
tarafindan aktif ve inaktif metabolitlerine ¢evrilir. Siklofosfamidin klirensi viicut agirligiyla zit
yonde iligkilidir. Verilen ila¢ dozunun yaklasik %15'i idrarda degismemis ila¢ olarak atilir.

Degismemis ilag ve metabolitlerinin ana itrah yolu da bobreklerdir (Wang ve ark, 2013).
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2.8. Epirubisin ve Siklofosfamid Kombinasyon Tedavisine Bagh Yan Etkiler

Epirubisin kullanimina bagl olarak bozulan hematopoetik sistem ile ilgili ndtropeni ve
trombositopeni; ayrica gastrointestinal sistem ile ilgili bulanti, kusma, ishal ve kabizlik gibi
sikayetler en belirgin yan etkilerdir. Epirubisinin 6zellikle meme kanseri kemoterapisinde
oldugu gibi belli araliklarla tekrarlayan kullaniminda en yaygin goriilen yan etkiler
miyelosupresyon, graniilositopeni, I6kositopeni, trombositopeni, nétropeni, enfeksiyon, anemi,

hemoraji ve intravesikal uygulama sonrasi alerjik reaksiyonlardir (Emadi ve ark, 2009).

Siklofosfamid tedavisinde enfeksiyonlar, miyelosiipresyon, hemolitik tiremik sendrom,
immiin supresyon, Karaciger fonksiyon bozukluklari, alopesi, sistit, mikrohematuri,
makrohematiiri, spermatogenezde bozukluk, ates, asteni ve mukozal enflamasyonlar en sik
goriilen yan etkilerdir (Lindman ve ark, 2007). Epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon
tedavisine bagli olarak her ilaca ait tiim yan etkiler doza ve hastaya gore degisen oranlarda
goriilmektedir. Diger taraftan kombine kullanimda her iki ilacin da ortak yan etkileri olan
miyelosupresyon, immiinosupresyon, enfeksiyonlar ve nétropeni hasta yasam kalitesini
diisiiren, bir sonraki kemoterapi kiiriiniin ertelenmesine dolayisi ile kanser tedavisinin sekteye
ugramasina neden olan ve dnlem alinmazsa hastanin yasamini tehdit eden ciddi yan etkilerdir

(Hansson ve ark, 2010).

2.9. Kemoterapiye Bagh Yan Etkilerin Tedavisinde Mevcut Uygulamalar

Istahsizlik, tat ve koku degisiklikleri, bulant1, kusma, mukozit, diyare, konstipasyon,
yorgunluk ve halsizlik kemoterapi almakta olan kanserli hastalarda en sik goriilen ortak yan
etkilerdir (Arslan ve ark, 2006). Kontrol altina alinamayan yan etkiler tedaviye uyumu
giiclestirmekte ve yasam Kkalitesini bozmaktadir. Yan etki yonetiminde muhtelemen elde
kullanilabilecek fazla bir segenek olmadigi icin daha ziyade semptomatik tedaviler
uygulanmaktadir. Bulantiya karsi antiemetikler, agiz yaralarina kars1 antiseptik gargaralar,
diyare veya konstipasyon durumlarina kars1 antidiyareikler, laksatifler ve beslenme 6nerileri;
kemik iligi baskilanmasi nedeniyle gelisen halsizlik ve bitkinlige karsi immiinostimiilan etkili
filgrastim gibi koloni stimiile ediciler, sivi replasmani ve vitamin takviyesi uygulamalari

bunlara 6rnek olarak gosterilebilir (Blum ve ark, 2014).
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Baz1 antioksidan bilesiklerin belli kanser tiirlerinin tedavisinde yapilan in vitro ve
hayvan deneyi ¢aligmalarinda belli kismi faydalar sagladigi gosterilmis olmasina ragmen
giiniimiizde rutin uygulama semasina giren bir uygulama bulunmamaktadir. Ancak, yan
etkilerin siddeti ve hastalifin mortalite oraninin yiliksek olusu hastalar1 ¢ogu zaman
hekimlerinin bilgisi disinda bu tiir tirlinlere yonelmelerine neden olmaktadir (Ebel ve ark,
2015). Bilimsel calismalarin sonuglarina gore antioksidanlarin kanser tedavisinde fayda
saglayip saglamadig1 konusunda ¢eliskili sonuglar bulunmakta ve tartismalar devam etmektedir
(Rosignoli ve ark, 2016; Losada-Echeberria ve ark, 2017; Chikara ve ark, 2018).

2.10. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller en dis orbitallerinde eslenmemis elektron igeren bilesiklerdir.
Canlilarda serbest radikaller ile bu bilesiklerin etkilerini nétralize eden antioksidanlar
arasindaki denge oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikallerin antioksidan
sistemlerle dengesinin bozulmasi sonucu gelisen oksidatif stresin nedenleri ve sonuglar1 Sekil

6’da 6zet halinde sunulmustur.

Oksidatif Stres Kiyasal Afariiar
Tutlin Grinleri

Radyasyon
Yaslanma
inflamasyon
iskemi-Reperfiizyon
Yiiksek O2 basinci

ALﬁoksidan [a r

S
€rbest Radikaller

ey

Oksidatif hasar

Doku Hasari ' inflamasyon

P 18X 5%,

Membran lipidleri Proteinler Niukleik asitler

Sekil 6. Serbest radikal ve antioksidan dengesinin bozulmas1 ve sonuglari (Ozcan ve ark, 2017).

Reaktif oksijen bilesikleri yiiksek enerjiye sahip molekiiller olup hiicre organellerinde
gerceklesen metabolizma faaliyetleri sonucunda veya radyasyon, yaslanma, iskemi-

reperfiizyon, yiiksek oksijen basinci, tiitiin tirtinleri kullanimi, inflamasyon ve kimyasal ajanlara
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maruz kalma gibi sebeplere bagl olarak tiretilirler. Oksidatif stres, nérolojik ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, inflamatuvar bozukluklar ve kanser gibi pekgok hastaligin gelismesinde rol
oynamaktadir (Kelly, 2003). Reaktif oksijen tiirleri ve yapilar1 Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. Bazi reaktif oksijen bilesikleri (ROB)

Radikal ROB’lar Radikal Olmayanlar ROB’lar
Siiperoksit anyon radikali (O?- °) Hidrojen peroksid (H202)
Hidroksil radikali (OHe) Lipid hidroperoksid  (LOOH)
Peroksil radikali (RO,*) Hipohal6z asit (HOX)
Alkoksil radikali (ROe) N- Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ*) Singlet Oksijen (*02)
Organik radikaller (Re) Ozon (03)
Nitrik oksit radikali (NO-) Azot Dioksit (NO»)
Organik peroksit radikali  (*0y) Hipoklordz asit (HOCI)
Hemoproteinlere bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)

Serbest radikaller yiiksek enerjili ve kisa omiirliidiirler. Fizyolojik metabolizma islevleri
sirasinda veya patolojik olaylar sonucu meydana gelebilmektedirler (Costa ve ark, 2014).
Serbest radikallerin temelde 3 sekilde meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bunlardan ilki X:Y
— Xe + Ye denklemi ile sematize edildigi gibi kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir
elementinde ortak elektronlardan birinin kalarak homolitik boliinmesi; ikincisi X-e" — Xe + €
denklemindeki gibi notr bir molekiiliin bir elektron kaybina ugramasi ve son olarak X + ¢ —
Xe denklemi ile gosterildigi gibi normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesidir. Serbest
radikal olusumu ile ilgili gorsel Sekil 7°de sunulmustur. Meydana gelen bu serbest radikallerin
membran lipidlerine, proteinlere ve niikleik asitlerle etkileserek bu makromolekiillerin yap1 ve

fonksiyonlarini bozdugu ve hiicresel hasara neden oldugu bilinmektedir (Kelly, 2003).
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Sekil 7. Serbest oksijen radikalinin olusumu (Kelly, 2003 ¢alismasindan Tiirk¢eye ¢evrilmistir).

Atmosferde bulunan oksijen, molekiiler oksijen (O2) seklindedir. Oksijenin bir kismi
hiicre icersindeki metabolizmik olaylar sirasinda indirgenerek reaktif oksijen tiirlerini
olustururlar (Costa ve ark, 2014). Baslica reaktif oksijen tiirleri hidroksil radikali (OHe),
stiperoksit radikali (O2-") ve H20> 'dir. Siiperoksit radikalleri aerobik hiicrelerde molekiiler
oksijenin (O) bir elektron alarak indirgenmesi ile olusurlar. Ozellikle elektronca zengin bir
ortam olan i¢ mitokondri zarinda ve bir flavoenzim olan ksantin oksidaz gibi enzimlerce
endojen olarak olusurlar. Bunlara ilave olarak indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu

da siiperoksit radikali meydana getirebilir (Kelly, 2003).

H>O», serbest radikal olmadigi halde ROB kapsamina girer ve serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynar. Hiicresel kompartmanlarda bulunan glikoz oksidaz, iirat oksidaz
ve D-aminoasit oksidaz gibi birgok enzim tarafindan iki elektronun oksijene transferi ile
dogrudan H20: olusturulur. H2O, siiperoksit radikalinden farkli olarak yagda ¢oziinebildigi
icin olustugu yerden uzakta olan ve Fe'? igeren hiicre membraninda da hasar yaratabilir

(Rigoulet ve ark, 2011).

Metabolizma reaksiyonlari sirasinda H2O2’den olusan OHe, cesitli molekiillerden bir
proton Kkopararak yeni radikaller olustururur (Kelly, 2003). ROB’larin hiicre igi
konsantrasyonlarinin yukarida anilan sebepler sonucu artmasi veya viicuttaki antioksidanlarin

herhangi bir sebeple azalmasi sonucu denge bozulur ve hiicresel hasar olusur (Kelly, 2003).
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2.11. Oksidatif Stresin DNA Uzerine Etkileri

Oksidatif stres kaynakli hasar sonucu DNA’da en sik goriilen lezyon tek sarmal
kiriklaridir. Ardindan baz ¢ifti mutasyonlari, dizi amplifikasyonu, baz katilim1 ve delesyon gibi
yapisal degisiklikler meydana gelir (Pylvas ve ark, 2009). DNA diizeyinde meydana gelen
oksidatif stres kaynakli degisimler Sekil 8’de 6zet halinde sunulmustur.

iyonize Radyasyon Oksidatif Stres

Kimyasallar \
Tutiin Grdnleri

Metabolizmik —
faaliyetler DNA
inflamasyon

8-OHdG Salinmasi
Mikrosatelit DNA
instabilitesi

Histon deasetliasyonu
Telomer kisalmasi
DNA metilasyonu

Sekil 8. DNA’da meydana gelen oksidatif stres kaynakli degisiklikler (Pylvas ve ark, 2009

calismasindan Tirkgeye cevrilmistir).

OHe, lipid ve proteinlerde oldugu gibi DNA bazlarindaki ¢ift baglara da bir proton
vererek DNA molekiilii ile reaksiyona girer (Breen ve Murphy, 1995). Bu reaksiyon sonucunda
timin  peroksil radikalleri indirgenir ve timin glikol, hidroksihidroperoksit, 5-
hidroksimetilurasil, 5 -hidroksi 5-metilhidantoin ve 5-formilurasil gibi ¢esitli oksidasyon
tirtinlerine dondisiirler. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin guaninin timin, adenin ve sitozine kiyasla
oksidasyona daha yatkin olmasi nedeniyle en fazla karsilagilan DNA baz mutasyon tipidir. Bu
mutasyon OHe radikalinin, guanin molekiiliiniin 8. pozisyonu ile etkileserek oksidasyona neden
olmasi neticesinde gergeklesir (Sekil 9). DNA hasarinin en 6nemli patolojik sonucu olan kanser
hastaliginda oksidatif hasarin karsinogenezisin baslangicinda, maligniteye donligme sathasinda

ve diger dokulara yayilma hiz1 lizerinde 6nemli bir rol sahibi oldugu diisiiniilmektedir.
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Oksidatif stres

DNA _ - Oksidasyon
( 'd 3 L Bolgesi
O LJI‘} N
-l.u T— HEHE P T Heme O
J
P
. _/ 8-Hidroksi decksiguanozin
Deoksiguanozin (8-OHdG)

Sekil 9. Oksidatif stres kaynakli 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin olusumu (Breen ve Murphy,
1995 ¢alismasindan Tiirk¢eye ¢evrilmistir).

Plazma ve idrarda yiikselmis 8-hidroksiguanozin diizeyleri DNA yapisindaki oksidatif
stresin biyokimyasal gostergesi olarak kabul edilmektedir (Helbock ve ark, 1999). Reaktif
radikallerin DNA’da yarattigi hasar sonucu meydana gelen iriinlerin tayininde c¢esitli
kromatografik yontemler, spektrofotometrik analizler, comet yontemi ve bir immiinoassay
yontem olan ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) metodu yaygin olarak
kullanilmaktadir (Pylvas ve ark, 2009).

2.12. Oksidatif Stresin Proteinler Uzerine Etkileri

Basta hidroksil radikali olmak iizere ROB; hidrojen c¢ikarilmasi, elektron transferi,
elektron eklenmesi, dimerizasyon, dismutasyon ve substitusyon tepkimeleri gibi c¢esitli
reaksiyonlarla hiicre i¢i protein yapilar iizerinde oksidatif hasara yol acarlar. Proteinlerde
yapisal hasara neden olan baslica molekiiler mekanizmalar nitrotirozin ve ileri oksidasyon
protein iriinlerinin olusumu, protein-tiyol gruplarinin kaybi1 ve metal katalizli protein
oksidasyonu olarak siralanabilir (Federova ve ark, 2014). Protein-karbonil yapis1 ayn1 zamanda
glutamil yan zincirlerin oksidasyonu ve a-amidasyon yolagi sonucunda proteinlerin
parcalanmasi1 ile de ortaya c¢ikar. Ayrica protein yan zincirleri {izerindeki aminoasit
kalintilarinin peroksidasyonu sonucu olusan 4-Hidroksinonenal (HNE) ve MDA gibi aldehidler
ve proteinlerin lizin rezidiilerinin oksidasyon {irlinleri ile sekonder reaksiyona ugramalari

sonucunda protein yapist lizerinde karbonil gruplari olusabilir. Bu degisiklikler alzheimer,
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parkinson, kanser, kistik fibrozis, katarakt, kronik bobrek yetmezligi, iskemi ve reperfiizyon
hasar1, romatoid artrit, sepsis ve diyabet gibi bir¢ok hastaliktan sorumludur (Kalousova ve ark,
2002). Oksidatif stres ile dogru orantili olarak olusan protein-karbonil deriveleri oksidatif
stresin dlgiilmesinde sik basvurulan bir belirtectir. ilgili reaksiyon semasi Sekil 10’da
sunulmustur. Son iiriin, ELISA, Western Blot ve spektrofotometrik yontemlerle dlgiilebilir

(Federova ve ark, 2014).

R:
NHNH H:<
2 HN/ R

ON
0 2 [H+] Dz M
+ —_—
)J\ ~H:0
Ri R» No, o,
2 4-Dinitrofenithidrazin Hidrazon

Sekil 10. 2, 4-dinitrofenilhidrazinin oksidasyonuyla dinitrofenol olusumu (Kalousova ve ark,

2002 calismasindan Tiirkgeye ¢evrilmistir).

2.13. Oksidatif Stresin Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri hiicre membranlarinda bulunan ¢oklu doymamus (poliansature)
yag asitlerinde oksidasyona yol agarak peroksidasyon siirecini baglatirlar. Metilen grubundan
bir elektron kopmasi sonucunda karbon iizerinde eslesmemis bir elektron kalir. Yag asidi
tizerinde bulunan ¢ift bagmn, kendisine komsu karbon atomu ile hidrojen arasindaki bagi
zayiflatmasi nedeniyle (C-H) hidrojenin koparilmasi kolaylasmis olur (Gupta ve ark, 2014). Bu
asamada yag asidi konformasyonel olarak konjuge bir alken yapis1 olusturur. Bu yapi oksijenle
bag yaparak lipid peroksil radikalleri (LOO¢) olusturur. LOOe diger yag asitlerinden ayni
sekilde birer hidrojen atomu kopararak zincirleme peroksidasyon reaksiyonlariin baglamasina
neden olur. Lipid peroksidasyon (LPO) reaksiyonlar1 sonucunda olusan lipid peroksit 6nce
siklik peroksit ve siklik endoperoksit gibi kararsiz ara tiriinlere, daha sonra da sekonder tirtinler
olan malondialdehit (MDA), hekzenal ve HNE isimli aldehitlere doniisiir (Ray ve ark, 2012;
Valko ve ark, 2014). Lipid molekiiliiniin peroksidasyon siireci ve bozunma iiriinleri Sekil 11°de

sunulmustur.

34



Lipid Lipid radikali Lipid radikali Lipid peroksi radikali
H 0—0s

H
- / /
VYO T AV VA '
0

2’ H;0 H O:/
ci 0 0-0 / N
/)\)K /T K/_ \ /N </—‘\ + L

Malondialdehit (MDA) Endoperoksit Lipid hidroperoksit

/=\,=\><=\

Sekil 11. Lipid peroksidasyonu ve bozunma tirtinleri (Ray ve ark, 2012 ¢alismasindan Tiirkgeye

¢evrilmistir).

LPO’nun son sathasinda olusan en 6nemli {iriin, ¢esitli yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu olusan MDA’dir. MDA, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmalarima ve
polimerizasyonuna sebep olur. Diger taraftan deformabilite, enzim aktivitesi, hiicre
yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu ve iyon transportu gibi membran 6zelliklerini de
degistirebilir. Bunlarin disinda MDA, DNA’nin azotlu bazlari ile tepkimeye girmekte ve DNA
zincirlerinde kopmalar meydana getirmektedir (Gupta ve ark, 2014). Ortamda antioksidan
bulunmamas1 durumunda peroksil radikalleri birbirleriyle ¢apraz kovalent baglar kurarak

membran yapisinin bozulmasina ve hasarlanmaya yatkin hale gelmesine neden olurlar (Ray ve

ark, 2012).

MDA miktari ile LPO derecesi pozitif bir korelasyon gostermektedir. Bu sebeple LPO
diizeyinin belirlenmesi igin MDA 6l¢timii siklikla kullanilan bir yontemdir. Metod MDA ile
tiyobarbitiirik asitin (TBA) reaksiyona girerek pembe renk veren bir kompleks olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Bu ¢ozeltinin absorbans degerinden yararlanilarak LPO’nun derecesi
tayin edilmektedir (Valko ve ark, 2014). TBA ve MDA reaksiyonu ve olusan komplekse ait
detaylar Sekil 12°de sunulmustur.
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Sekil 12. TBA ve MDA reaksiyonu (Valko ve ark, 2014).

2.14. Kemoterapiye Bagh Yan Etkilerde Oksidatif Stresin Etkisi

Yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalarla birgok antineoplastik ajanin serbest

radikaller olusturmak suretiyle de antitimoral etkinlik gosterdikleri kanitlanmstir.
Antineoplastik ilaglarin 02- * ve H20> tiretimini in vitro ortamda tedavi 6ncesine gore belirgin

derecede arttirdign  gosterilmistir. Farkli ¢alismalarda, kemoterapi sonucunda lipid
peroksidasyonu {iriinlerinin miktarinin arttigi ve plazma antioksidan diizeylerinin azaldig
bildirilmistir (Giorgio, 2015).  Kemoterapi alan hastalarda, plazma LPO ve TBA
konsantrasyonundaki artis da, kemoterapinin oksidatif strese yol actigini gosteren diger bir
kanitidir. Kemoterapi araciligi ile olusan ROB, yalniz tiimér hiicrelerinde degil, saglikli
hiicrelerin DNA, RNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerinde de hasara neden olabildigi
bildirilmistir (Patra ve ark, 2012). Bu tiir etkilerin en sik goriillen 6rneklerinden biri olarak
kemoterapi sonucu artan serbest radikal konsantrasyonu ile indiiklenen oral mukozit verilebilir.
Oral mukozit 6zellikle radyoterapi ile es zamanl yiikksek doz kemoterapi alan bireylerde

oldukga sik karsilasilan istenmeyen etkilerden biridir (Saito ve ark, 2014).

Artan serbest radikal konsantrasyonu ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin, sekonder
kanserlerin gelismesinde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Siklofosfamid’in ROB olusturma
yolu ile oksidatif stres seviyesini artirarak kemoterapinin en yikici etkilerinden olan
miyelosupresyona neden oldugu bildirilmistir (Patra ve ark, 2012). Doksorubisinin de yine
ROB seviyesini arttirarak genitotiriner ve kardiyovaskiiler sistemde toksisiteye neden oldugu

gosterilmistir (Hajra ve ark, 2018).
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2.15. Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin meydana  getirdigi  hasarlarin
detoksifikasyonunu saglayarak hiicresel hasar1 engelleyebilen maddelerdir. insanlar ve
hayvanlarda bulunan antioksidanlar ya endojen olarak iiretilebilecegi gibi bazilar1 diyetle
ekzojen olarak alinmaktadir. Antioksidanlar, en dis yoriingelerindeki bir elektronu ¢esitli
metabolizma faaliyetleri sirasinda viicutta olusan serbest radikalin dis yoriingesindeki
eslesmemis elektrona aktararak kararli elektron ¢iftinin olugsmasim1 ve serbest radikalin
notralizasyonunu saglarlar. Antioksidanlar bu serbest radikal siipiiriicii etkileri nedeniyle
oksidatif hasar kaynakli pek ¢ok hastaliga karsi koruyucu etki gosterirler (Laukkanen, 2016).

Antioksidan ve serbest radikal etkilesmesine ait gorsel Sekil 13’de sunulmustur.

Eglesmemis lekiron
Elekircn Transter

Antioksidan Serbest Radikal

Sekil 13. Antioksidanlarin elektron transferi ile serbest radikali notralize etmesi (Laukkanen,

2016 kaynagindan 6zetlenerek Tiirkgeye ¢evrilmistir).

Antioksidanlar1 kimyasal yapilarina, kaynaklarina, viicutta depolanma durumlari gibi
pek c¢ok farkli bakimdan siniflandirmak miimkiindiir. Diger taraftan antioksidanlarin
kaynaklarina goére incelenmesi en sik kullanilan siniflandirmalardan birisidir (Karabulut ve
Giilay, 2016). Bu nedenle ilerleyen boliimlerde antioksidanlar endojen ve eksojen

antioksidanlar olarak ayr1 basliklar altinda irdelenmistir.
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2.15.1. Endojen Antioksidanlar

Kendisi ya da Onciil maddesi organizmada bulunan antioksidanlara endojen
antioksidanlar denilmektedir. Bu gruba ait antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik

antioksidanlar olarak iki ana baslik halinde siniflandirilabilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

2.15.1.1 Enzimatik antioksidanlar

Glutatyon rediiktaz (GR), Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve

katalaz (CAT) endojen enzimatik antioksidanlardir. SOD reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk
savunma noktasini olusturur. SOD, (02-°’yi, H20, ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyen

enzimdir. Olusan H>O> daha sonra, GPx ya da CAT enzimleri araciligi ile ortamdan
uzaklastirilir (Karabulut ve Giilay, 2016). Insanlarda SOD enziminin ii¢ farkli formu
bulunmaktadir. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren SOD (Cu/Zn SOD) sitozolde,
mangan (Mn) tagstyan SOD (Mn SOD) mitokondride ve ekstraseliiler SOD (ES SOD) ise hiicre
dis1 stvilarda bulunur. ES SOD, her bir alt iinitesinde bir Cu ve bir Zn atomu igerir. Bu durum
yapi-etki iliskisinde enzimatik aktivite i¢in sarttir (Laukkanen, 2016). ES SOD, glia, fibroblast
ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Ekstraselliiler s1v1 ile hiicre yiizeyleri ES SOD’un
oncelikli bulunduklari yerlerdir ve bu bolgelerde plazmada bulunandan daha yogun miktarlarda
bulunur. Akciger epitel hiicreleri, solunum yollar1 ve damarlari ¢gevreleyen diiz kas hiicrelerinin
bulundugu ekstraseliiler sivida ES SOD seviyeleri yiiksektir. Ekstraselliiler diizeyde enzimatik
olarak siiperoksit radikalini etkisiz hale getirebilen tek antioksidan olmasi sebebiyle, ES SOD
oksidatif stres kaynakli pek cok akciger hastaligindan korunmada 6nemli bir role sahiptir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

2.15.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan endojen antioksidanlarin baglicalar1 arasinda glutatyon,
melatonin, tirik asit, seruloplazmin, albiimin, bilurubin, koenzim Q1o, a-lipoik asit ve transferrin
sayilabilir (Valko ve ark, 2014). Glutatyon, Okaryotik hiicrelerin neredeyse tamaminda

sentezlenen enzimatik yapida olmayan en dénemli endojen antioksidandir. Glutatyonun %85-
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90’1 sitoplazmada bulunur. Az bir kismi ise sitoplazmada sentezlendikten sonra g¢ekirdek,
mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizomlarda bulunabilir Antioksidan aktivite
yaninda hiicrenin redoks dongiisiinii korumada, eikozonoidlerin sentezinde, hiicre sinyal
mekanizmalarinin modiilasyonunda, apoptoziste ve bazi genlerin ekspresyonunda da gorev alir
(Blokhina ve ark, 2003).

Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin), baska dokularda da kismen {iretilmekle
birlikte temel olarak pineal bezden karanlik ortamda triptofandan hareketle tiretilir ve dolagima
salinir.  Antioksidan aktivitesinin  haricinde organizmada giinlik sirkadian ritmin
diizenlenmesinde, cilde renginin verilmesinde ve uykunun diizenlenmesinde rol alir. Melatonin,

protein ve lipidlerin disinda ¢ekirdek ve mitokondriyel DNA’y1 da korur. Melatonin H20,,10;

ve OH+, ONOO ve NO- gibi reaktif tiirleri nétralize eder. Bunlara ek olarak, SOD, GPx, GR
ve CAT igeren antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirir. Melatonin, y-glutamilsistein
sentetazi stimiile ederek hiicre igi glutatyon seviyesinde artisa neden olurken nitrik oksit sentaz
ve lipooksijenaz gibi prooksidatif enzimleri baskilar. Melatonin farkli bir mekanizma ile hiicre
membranlarini saglamlastirir ve bdylece oksidatif hasara karsi direnci arttirir (Tan ve ark,

2015).

Organizmanin bir atik iiriinii olarak da kabul edilen {irik asit, kanda bulunan 6nemli bir

antioksidan bilesiktir. Urik asit, 1O, OHe, ONOO ve NOe gibi reaktif tiirleri etkisizlestirir ve
gecis metalleri ile selat kompleksleri olusturur. Lipid peroksidasyonunu azaltarak koruyucu
olarak gdrev yapabilir. Urik asit gibi bilirubin de esasinda organizmanin bir atik iiriiniidiir.
Omriinii tamamlayan eritrositlerin pargalanmasiyla iglerinde bulunan hem proteinlerinin

yikilmasiyla meydana gelir. RO, radikallerininin detoksifikasyonunda gorev alir (Becker ve
ark, 1991). a-Lipoik asit ve indirgenmis formu olan dihidrolipoik asit giiglii antioksidan etkili

maddelerdir. a-Lipoik asit, 10, ve OHs, ONOO ve NO-, HOCI gibi radikalleri siipiiriir (Ghibu
ve ark, 2009). Dolagim sisteminde ozmotik dengenin siiriidiirilmesinde gorevli bir protein olan
albiimin, plazmadaki en 6nemli antioksidan maddelerden biridir. Albiimin dolasimda bulunan

HOCI oksidanlarini siipiirebilir ve bu yolla oksidatif hasarin azaltilmasina katkida bulunur

(Valko ve ark, 2014).
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2.15.2. Eksojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan maddeler ve enzimler normal fizyolojik kosullarda viicutta bulunan
serbest radikallerin tamamini detoksifiye etmek i¢in genellikle yetersiz kalirlar. Bu nedenle
viicutta sentezlenemeyen vitamin, mineral ve ¢ogu bitkisel kaynakli olan polifenolik yapili
cesitli eksojen antioksidanlar diyetle alinmak zorundadir. Serbest radikal hasarina karsi
giiclii antioksidan etkisi bulunan baslica mineraller arasinda ¢inko, magnezyum, bakir ve demir
gibi mineraller yer almaktadir. Bu mineraller serbest radikallerle etkilesim sonucu indirgenerek
serbest radikale bagli hasar1 engellerler. Selenyum ise endojen bir antioksidan olan GPx
enziminin yapisina katilir (Radomska-Lesniewska ve ark, 2017). Minerallere gore eksojen
antioksidanlarin ¢ok daha genis bir yelpazesini olusturan vitaminler ve polifenolik bilesikler

ayr1 basliklar halinde incelenmistir.

2.15.2.1. Vitaminler

B-karoten (A vitamini), askorbik asit (C vitamini), a-Tokoferol (E vitamini) ve folik asit
(Bo vitamini) disaridan alinan antioksidan vitaminlerdir. B-karoten, karotenoidlerin yagda
¢oziinen bir iiyesidir ve A vitamininin 6nciil maddesidir (provitamin). Karotenoidler, meyve ve
sebzelere kendilerine 6zgii renklerini veren maddelerdir. B-karoten, gii¢lii bir antioksidan ve
kuvvetli bir 'O, siipiiriiciisiidiir (Alpsoy ve Yalvac, 2011). Vitamin C (askorbik asit) suda
¢oziinebilen bir vitamindir. Viicutta depolanmaz. Vitamin C reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
tizerinde sipiiriicii etki gosterir. Vitamin C ayrica oksidan bilesiklerle reaksiyon sonucu
indirgenmis durumda olan o-tokoferolii yeniden yiikseltgeyerek bir koantioksidan olarak da
hareket edebilir (Grosso ve ark, 2013). Vitamin E, yagda ¢6ziinen ve giiclii antioksidan etkisi
olan bir vitamindir. Bu vitamin, sekiz stereoizomere sahip asimetrik bir bilesiktir. Insanlarda
en etkin form a-tokoferoldiir. a-tokoferol, hiicre membranini serbest radikal hasarimdan korur.

a-tokoferoliin antioksidan olarak esas gorevi lipid peroksidasyonuna karsi korumaktir. Vitamin
E, 102’nin gogunlukla OH+ ya da 02-° seklinde indirgenmesini saglar ve peroksidasyon zincirini

kirar. Vitamin E, radikallerin siipiiriilmesi, peroksidasyon zincirinin kirilmasi, radikal
olusumunu baskilama ve endojen savunma sistemlerinin giiglendirilmesi gibi mekanizmalarin
tamami yoluyla etki ettiginden antioksidan etki kapasitesi ¢ok yiiksektir (Niki, 2015). Folik asit;

folat, vitamin By ya da vitamin M isimleri ile de bilinen, suda ¢oziinebilen bir vitamindir. Folik
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asit, hiicre yenilenmesi ve DNA sentezi i¢in gereklidir. Ayrica, ¢cocukluk ve gebelik gibi
biiyiime periyodlari ile hiicre boliinmesinde gorev alir. Erkeklerde spermatogenezis sirasinda
da 6nemli rol oynar. Folik asit reaktif oksijen tiirlerini temizleyen gii¢lii bir antioksidandir
(Stanger ve Wonisch, 2012).

2.15.2.2. Polifenolik bilesikler

Icerdigi halka sayis1 ve diger yapisal unsurlara gore isimlendirilen polifenolik bilesikler
bitkiler igerisinde olduk¢a yaygin olup sebze ve meyvelerde degisik miktarlarda
bulunmaktadirlar. Polifenolik bilesikler pek cok alt gruba ayrilmakla birlikte temelde
kumarinler, antosiyaninler, flavonoidler, tanenler, stilbenler ve lignanlar seklinde
siiflandirilmaktadirlar. Polifenolik bilesikler meyvelere kendilerine 6zgii renk ve lezzetin
verilmesinden sorumludurlar. Birgok polifenolik bilesigin antioksidan, antimutajenik ve
antikarsinojenik etkileri bulunmaktadir. Flavonoidler, bitkisel polifenolik bilesiklerin en fazla
iyesi bulunan ve en énemli grubudur. Giiniimiize kadar tanimlanan 8.000’den fazla polifenolik
bilesigin yarisindan fazlasi flavonoiddir. Flavonoidler, C6-C3-C6 diizeninde yerlesmis onbes
karbonlu bilesiklerdir (Myburgh, 2014). Flavonoidlere ait 2-fenol- benzo-dihidro-piran genel
yapist Sekil 14°de verilmistir.

Sekil 14. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi (Myburgh, 2014).
Flavonoidler, piran halkasinda meydana gelen degismelere gore flavonoller, flavonlar,

flavononlar, izoflavonlar ve antosiyanidinler olarak cesitli alt bilesik gruplarina ayirir.

Flavonoidler lipofilik 6zellikte antioksidanlardir. Ancak lipofiliklik dereceleri a-tokoferole
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kiyasla daha azdir. Diger taraftan bu antioksidanlann birlikte kullanildiginda serbest radikaller
tizerindeki etkilerinin sinerjik oldugu bildirilmistir (Losada-Echeberria ve ark, 2017).

2.15.2.2.1. Oleuropein

Diinyanin birgok bolgesinde yetisen zeytin agaci (Olea europaea L.) 6nemli biyolojik
ozelliklere sahip pekgok polifenolik madde i¢cermekte olup, bunlarin baslicas1 oleuropeindir.
1908 yilinda kesfedilen oleuropeinin kimyasal yapist (Sekil 15) 1960 yilinda aydinlatilmistir
(Obied ve ark, 2008). Oleuropein sekoiridoid grubu bir bilesik olup zeytin meyvesine aci tadini
veren maddedir. Zeytin bitkisinde oleuropein disinda luteolin, gallik asit, epikatesin, hesperidin,
resveratrol, rosmarinik asit, kuersetin, naringenin, naringin, juglon, elajik asit, ¢ikorik asit gibi
otuzdan fazla polifenolik bilesik bulunmaktadir. Oleuropein zeytin bitkisinin tiim kisimlarinda
degisik oranlarda yer almakla birlikte en fazla yapraklarda bulunur. Zeytin yapraklari
icerisindeki oleuropein miktar1 zeytin agacinin cinsine, agacin bulundugu bdlgenin
ozelliklerine ve yapraklarin toplanma mevsimine gore farkliliklar gostermektedir (Parkinson ve

Cicerale, 2016).

OH

OH

Sekil 15. Oleuropeinin (C2sH32013) Kimyasal Yapist (Obied ve ark, 2008).

Oleuropein biyosentezi mevalonik asitten hareketle olduk¢ca kompleks bir siirecle
gerceklesmektedir. Oleuropein Oleaceae (zeytingiller) familyasi disinda Gentianaceae
(kantorongiller) ve Cornaceae (kizilcikgiller) familyalarina ait bitkilerde de g¢esitli oranlarda
bulunmaktadir. Bitkilerde oleuropein biyosentezi Sekil 16’da sunulmustur (Obied ve ark,
2008).
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Sekil 16. Oleuropein biyosentezi (Obied ve ark, 2008 galismasindan Tiirkgelestirilmistir).

Olgunlasma sirasinda ve zeytinyag: iiretimi asamasinda yapilan ezme, yogurma gibi
islemler neticesinde oleuropein 6nce endojen f-glukozidaz ardindan da esteraz enzimlerinin
etkisi ile yine antioksidan bir bilesik olan hidroksitirozol ve giiglii antiviral aktivite gosteren
elenoik asit’e hidrolize olur (Khoufi ve ark, 2011). Oleuropeinin S-glukozidaz ve esteraz ile

enzimatik hidrolizi ve olusan sonug tiriinler Sekil 17°de gosterilmistir.

" @ 00CH, %\/\ OOCH,
- glukozid
(- glukozidaz I + Glukoz
Glu

H
Oleuropein Oleuropein aglikonu

; $OOCH, esteraz
SN '
oM 3 -

Hidroksitirozol Elenoik asit

Sekil 17. Oleuropeinin S-glukozidaz ve esteraz ile enzimatik hidrolizi (Khoufi ve ark, 2011

caligmasindan Tirkgeye cevrilmistir).
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Oleuropeinin antioksidan, antiinflamatuar, antitimoral, néroprotektif, kardiyoprotektif,
antiviral, antimikrobiyal ve hepatoprotektif etkileri bulundugu ¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir. Oleuropeinin antioksidan etkileri farklt mekanizmalarla ortaya ¢ikmakta ve
viicudun verdigi toplam antioksidan cevapta artisa neden olmaktadir (Pantano ve ark, 2017).
Oleuropeinin antioksidan potansiyeli temel olarak hidroksil grubunun serbest hidrojeni ve
fenoksil radikalleri arasinda bir molekiil i¢i hidrojen bagi olusumu yoluyla radikal stabiliteyi
gelistirme yetenegiyle ilgilidir. 2, 2 difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ile olusturulan oksidatif
stres modelinde oleuropeinin askorbik asit ve a-tokoferol ile benzer antioksidan potansiyele
sahip oldugu belirtilmistir. Oleuropeinin lipid oksidasyonu iizerindeki koruyucu etkileri, TBA
ile reaksiyona giren maddelerin ve MDA ile 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi lipid peroksid yan
iiriinlerinde meydana gelen azalma gosterilerek kanitlanmistir. Bunun yaninda inflamasyon
bolgesinde notrofillerde bulunan myeloperoksidaz tarafindan tiretilen gii¢lii bir oksidan bilesik
olan hipoklor6z asiti siipiiriicii etkisi de gosterilmistir (Barbaro ve ark,2014). Oleuropein ayrica
nitrik oksit (NO) siipiiriicii etkiye sahiptir ve hiicre i¢i indiiklenebilir nitrik oksit sentaz’in
(iNOS) ekspresyonuna neden olur. Oleuropeinin 30 dakika siire ile perfiizyonu kesilerek iskemi
yaratilan ve ardindan yeniden perflize edilen izole rat kalbinde kreatinin kinaz (CK) ve
glutatyon salinimini azalttig1 ve kalp hasarini azaltici etki sagladigi gosterilmistir (Khalatbary
ve Zarrinjoei, 2012).

Cesitli calismalarda oleuropeinin lipoksijenaz aktivitesi, lokotrien B4 (LTB4) tiretimi ve
pro-inflamatuar sitokinlerin biyosentezini inhibisyonu veya inflamatuar parametreleri modiile
ederek antiinflamatuar etki sagladig1 gosterilmistir. Farelerde karregenan ile olusturulan plorezi
modelinde oleuropeinin timoér nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin 1 (IL-1p) ve NO
miktarlarinda 6nemli azalma sagladigi gosterilmistir. Bir ¢calismada oleuropeinin, TNF-o ve
IL-1B ekspresyonlarni anlamli bir sekilde azaltarak iNOS ve siklooksijenaz 2 (COX-2)
ekspresyonlarinda da azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Bogani ve ark, 2007). Oleuropein
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri nedeniyle antitrombotik ve antiaterojenik ozellikler
gostermektedir. Oleuropein, platelet agregasyonunu ve noétrofillerin siiperoksit anyonlari,
tromboksan ve LTBs iiretimini inhibe ederek hiicresel diizeyde patofizyolojik siirecleri
modifiye eder (Omar, 2010). Bir ¢alismada oleuropein uygulamasinin serum lipid diizeylerini
ve TNF-a ekspresyonunu azaltarak sirasiyla monosit kemotaktik protein-1 ve vaskiiler hiicre
adezyon molekiiliiniin ekspresyonlarinda da azalmaya neden oldugu ve ateroskleroz gelisimini

baskiladig1 bildirilmistir. Sonug¢ olarak oleuropeinin lipid seviyelerini disiirerek, LDL
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oksidasyonunu inhibe ederek, inflamatuar faktorleri baskilayarak ve makrofaj aktivasyonunu

Onleyerek anti aterosklerotik etki gosterdigi bildirilmistir (Khalatbary ve Zarrinjoei, 2012).

Kanser hiicreleri gelismis proliferasyon oranina sahiptirler ve apoptoza karsi direng
gosterirler. Epidemiyolojik calismalar, zeytinyagir kullanimi ile kanser riskinin azaltilmasi
arasinda bir iligkili oldugunu gostermektedir. Cesitli arastirmalar oleuropeinin timor hiicresi
proliferasyonunu inhibe ettigini ve farkli kanser hiicre hatlarinda apoptozisi indiikledigini
gostermistir (Ahmad Farooqi ve ark, 2017). Ayrica, gesitli hayvan calismalarinda da
oleuropeinin antikanser etkileri goriilmiistiir. Bas-boyun, pankreas, karaciger, kolorektal,
meme, prostat, tiroid, 16semi, osteosarkom, noroblastom, mesotelyoma ve glioblastoma gibi
farkli kanser tiirleri lizerinde yapilan gesitli in vitro hiicre kiiltlirii galismalarinda ve in vivo
hayvan deneyleri ile oleuropeinin timor proliferasyonunu ve metastazlar1 degisik oranlarda
baskiladig1 belirtilmektedir. Bu etkiler, oleuropeinin cesitli genlerin ekspresyonunu, apoptozisi
ve proliferasyonda rol oynayan farkli sinyal proteinlerinin aktivitesini modiile etme yetenegi ile

iligkilidir (Shamshoum ve ark, 2017).

Meme tiimorlerinin arastirildigr in vitro ¢alismalarda oleuropeinin HER2 reseptor
aktivitesini, HER2 gen ekspresyonunu, Erk 1/2 yolagini, Bcl-2 proteinini, siklin D1 geni ve
matriks metalloproteinaz 2 (MMP2) enzim aktivitesini inhibe ettigi; diger taraftan Poli (ADP-
riboz) polimeraz (PARP-1) ve kaspaz enzimleri aktivitelerini, p21, p53 ve Bax genlerinin
ekspresyonlarint da arttirarak apoptozisi indiikledigi, hiicre proliferasyonunda azalma
sagladigl, antimetastatik etki gosterdigi ve trastuzumab’a karsi zamanla gelisen direnci
engelledigi gosterilmistir. Kolon, karaciger, prostat, pankreas, tiroid, osteosarkom,
mezotelyoma gibi kanser tiirlerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda hiicre dongiistinii S ve/veya
G2-M fazlarinda durdurdugu, HIF-1a (hipoxia inducible factor), Bcl-2, p-Akt, p-Erk, CCDN1-
2-3 ile CDK4-6 genlerinin ekspresyonunu ve dokularda H.O> konsantrasyonunu azalttigi; diger
taraftan p53, Bax, kaspaz-3-8-9, PARP genleri ekspresyonunda, ROB olusumunda, hem
oksijenaz 1 enzim aktivitesi, tiol grubu modifikasyonu, y-glutamilsistein sentaz aktivitesinde,
Cyclin dependent kinase (CDK) inhibitérleri aktivitesinde ve sitozolik Ca*? miktarinda artis
saglayarak apoptozisi indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu azalttigr gosterilmistir
(Shamshoum ve ark, 2017). Proinflamatuar sitokinlerden inflamasyon ve apoptozisin
indiiklenmesinde rol alan TNF-o’nin ve immiin sistem, inflamasyon ve hematopoezin
diizenlenmesinde rol oynayan IL-6"nin serum diizeylerindeki artislarin inflamasyonla yakindan

iliskili oldugu bilinen meme tiimorlerinin prognozu ile iliskili bulundugu bildirilmistir (Ma ve
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ark, 2017). Oleuropeinin antikanser etkilerinin degerlendirildigi in vivo ¢alismalarda Ki-67, IL-
6, IL-17A, TNF-a, COX-2, niikleer p65 NF-k, B-katenin, p-STAT3, p-Akt, VEGF, MMP-2-
9-13 gen ekspresyonlarinda azalma; Bax proteini ekspresyonunda da artis saglanarak tiimor
insidansi, tiimor hacmi, tiimor agirligini azalltigl, intra ve peripulmoner metastazlari engelledigi
belirtilmistir (Ahmad Farooqi ve ark, 2017; Shamshoum ve ark, 2017). Oleuropeinin hiicresel

diizeyde modiilasyonu ile gergeklesen antikanser etkiler Sekil 18’de gosterilmistir.

Oleuropein o
b i A

Oleuropein

>{paT] Proliferasyon
— |
Hiicre

Apoptozis  dongiisiiniin
durmasi

Oleuropein
Gen transkripsiyonu

ve protein sentezi

Niikleus

Sekil 18. Oleuropeinin hiicre i¢i antikanser etki mekanizmalar1 (Shamshoum ve ark, 2017

kaynagindan 6zetlenerek Tiirk¢eye ¢evrilmistir)

Oleuropein yukarida aciklandig1 iizere antioksidan etkilerinin yaninda c¢esitli
mekanizmalar araciligi ile antitimoral etkiler de gostermekte ve kemoterapiye bagli yan
etkilerin azaltilmasinda umut vaad etmektedir (Leon-Gonzalez ve ark, 2015; Shamshoum ve
ark, 2017). Calismamizin amaci epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon kemoterapisi
nedeniyle olusan toksisiteye karsi polifenolik yapili bir bilesik olan oleuropeinin etkilerini
hemogram analizleri, biyokimyasal testler, comet yontemi ve kalp, karaciger ve bobrek

dokularinda antioksidan/oksidan parametrelerin analizleri yoluyla ratlarda arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullamilan Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan her iki antineoplastik ilacin ayri ayr1 ve kombine kullanimi
sirasinda meydana getirdigi molekiiler ve biyokimyasal degisiklikleri inceleyerek kiyaslama
yapabilmek amaciyla bir kontrol grubuna kars1 iki antineoplastik ajan i¢in iki ayr1 grup ve
kombinasyon ila¢ uygulama modeli igin bir grup olusturulmustur. Diger taraftan oleuropeinin
etkilerini gozlemlenmesi amaciyla bu li¢ ila¢ uygulama grubu ile ayni doz ve uygulama
semasina sahip; ancak, ilaveten oleuropein uygulanan {i¢ ayr1 grup daha olusturulmustur. Buna
gore arastirmadaki toplam grup sayisi yedi olmustur. G power analizinde; G power giicli %80
alinmis ve analiz sonucuna gore her bir ¢alisma grubunda bulunmasi gereken minimum denek

sayist sekiz (n=8) olarak belirlenmistir.

Calisma 6ncesinde Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan yazili izin alindi (etik kurul izin no: 64583101/2017/117). Arastirmada Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari {initesinden temin edilen
3 ay £ 5 giinliik, ortalama 220 gr + 20 gr agirliginda gebe olmayan 56 adet saglikli disi Sprague-
Dawley rat kullanildi. Caligmaya baslanmadan oOnce ratlarin agirliklar tartildi ve rastgele
sekilde yukarida acgiklanan gruplara dagilimlari yapildi. Gruplarda baslangi¢ agirliklarinin
dagilimima gore aralarinda anlamli bir farklilik bulunmadigi (p>0.05) saptandu. {lag uygulamasi
sathasina ge¢ilmeden Once bir hafta siiresince ratlarin yeni ortamlarina adaptasyon saglamalari
amactyla beklendi. Calismada epirubisin, siklofosfamid ve serum fizyolojik (yalniz kontrol
grubuna) uygulamalariin tiimii intraperitoneal (i.p.) olarak, oleuropein uygulamalari ise oral
gavaj yoluyla (p.o.) yapildi. Arastirmadaki deney gruplarinin dagilimi ve uygulama dozlari

Tablo 9’da gosterilmistir.
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Tablo 9. Arastirmadaki deney gruplarinin dagilimi

Grup K: Kontrol grubuna 0,5 ml/hafta (i.p.) serum fizyolojik uygulandi.

Grup E: 2.5 mg/kg/hafta epirubisin (i.p.) uygulandu.

Grup S: 16 mg/kg/hafta siklofosfamid (i.p.) uygulandi.

Grup ES: 2.5 mg/kg/hafta epirubisin (i.p.) ve 16 mg/kg/hafta siklofosfamid (i.p.) uygulandi.
Grup EO: 2.5 mg/kg/hafta epirubisin (i.p.) ve 150 mg/kg/hafta oleuropein (p.0.) uygulandi.
Grup SO: 16 mg/kg/hafta siklofosfamid (i.p.) ve 150 mg/kg/hafta oleuropein (p.0.) uygulandi.
Grup ESO: 2.5 mg/kg/hafta epirubisin (i.p.) ve 16 mg/kg/hafta siklofosfamid (i.p.)
kombinasyonu ile 150 mg/kg/hafta oleuropein (p.0.) uygulandi.

Meme kanseri kemoterapisinde uygulanan epirubisin ve siklofosfamid insan dozlarimin
ilgili formiiller kullanilarak rat dozuna cevrilmesi sagland: (Nair ve Jacob, 2016). TIlag ve
antioksidan madde uygulamalar1 haftada bir giin toplam dort hafta olacak sekilde
gerceklestirildi. Her hafta ilag uygulamalari 6ncesinde ve calismanin sonlandirilmasinda
anestezi oncesinde agirlik 6l¢iimleri yapildi. Tiim uygulamalar haftanin ayni giinii ve giiniin
ayni saatlerinde ayni kisilerce gerceklestirildi. Deneysel asamada biitiin ratlar optimal 1s1da (22
°C)’de, bagil nem oran1 %40-60, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda, kafes iistliikleri
paslanmaz gelik, 425 x 265 x 180 mm boyutlarinda seffaf polikarbonat kafeslerde ve bir kafeste
azami dort adet hayvan olacak sekilde barindirildilar. Ratlarin beslenmesinde standart rat yemi
kullanild1. Deney siirecinde su ve pelet yem ihtiyaglart ad libitum olarak karsilandi. Ratlarin

giinliik bakimlar1 her giin ayn1 saatler arasinda yapildi.

Ratlara son ila¢ uygulamasindan 1 hafta sonra 50 mg/kg ketamin (Ketalar®) ve 5 mg/kg
ksilazin (Alfazyne®) uygulanarak anestezi saglandi. Anestezi altinda uyutulan sicanlar servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Daha sonra deney hayvanlarinin karin bosluklarina insizyon
yapildi. Ag¢ilan karin boslugundan median hat boyunca kraniale dogru ilerlenerek diyafram
kesildi ve gogiis bosluguna girildi. Ardindan hemogram, biyokimyasal parametreler ve comet
analizi i¢in enjektor yardimiyla her bir rattan yaklasik 5 ml intrakardiyak kan drnegi 3 ayri tiipe
alindi. Bu kan 6rneklerinden 1 ml’si hemogram analizi i¢in antikoagiilanli kan tiipiine, 2 ml’si
comet analizinde lenfosit izolasyonu amaciyla baska bir antikoagiilanli tiipe ve son 2 ml kan
ornegi ise biyokimyasal parametreler ile sitokinlerin tayininde kullanilmak tizere jelli kan
tiipline alinarak ayrildi. Biyokimyasal analiz i¢in ayrilan kan tiipleri 3500 rpm’de 10 dakika

siire ile santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant (serum) mikrosantrifiij tiiplerine aliarak analiz
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islemlerine kadar -80 °C’de saklandi. Doku 6rneklerinden antioksidan parametrelerin tayini igin
karaciger, bobrekler ve kalp dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan 6rneklerin her biri ayr1 bir havasi

alinmus kilitli posete konularak analiz asamasina kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismanin Comet yontemi ve antioksidan/oksidan parametre analizlerinde Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
laboratuarlarinda bulunan cihaz ve geregler kullanilmistir. Bu asamalarda kullanilan cihaz ve
gereclere ait liste Tablo 10°da; kimyasallarin listesi ise Tablo 11°de sunulmustur. Hemogram
analizi Diatron® Abacus Junior 30 hematoloji analizér cihazi yardimiyla, biyokimyasal
analizler Roche® Cobas c501 otoanalizdr cihazi ve Roche® Kitleriyle ve ELISA testleri Thermo
Fisher Scientific® Multiskan Sky Microplate Spektrofotometre cihazi ve Thermo Fisher® marka

Kitler kullanilmak suretiyle 6zel laboratuvardan hizmet alimi yoluyla arastirildi.

Tablo 10. Calisma sirasinda kullanilan cihaz ve geregler

Kullanilan Malzeme Marka Asama*
Sican besleme sondasi (gavaj) Harvard Apparatus® 1
Antikoagiilanl tiip BD Vacutainer® 1
Elektroforez tanki sogutucusu Julabo® FL300 2
Elektroforez igin gii¢ kaynagi Cleaver® Scientific CS 300 2
Yatay elektroforez tanki Cleaver® Scientific 2
Floresan mikroskop Leica® DM 3000 2
Floresan mikroskoba bagli dijital video kamera Basler® Vision Technologies 2
Rotator J.P. SELECTA® 2
Teflon baglikli homojenizator Yellowline® Ost Basic 3
Sogutmali santrifiyj Hettich Universal R320 4
Isitmali manyetik karistirict Niive® MK 418 2,4
Vorteks Niive® NM 110 4
Spektrofotometre Shimadzu® UV-1601 4
Etiiv Niive® FN 500 2,4
Terazi Shimadzu® EB-2200 HU 2,4
Hassas terazi Shimadzu® AX120 2,4
10-1.000 pl aras1 muhtelif hacimde mikropipetler Eppendorf® 2,4
10-1.000 ml muhtelif hacimde beherler Isolab® 2,4
5-10-15 ml muhtelif hacimde deney tiipleri Isolab® 2,4
Dijital pH metre Denver® model 225 2,4
Su banyosu Memmert® WNB 10 2,4

*1- Deney hayvanlarina uygulama, 2- Comet Yo6ntemi, 3- Doku Homojenizasyonu,4- Comet Y 6ntemi,
Oksidan-antioksidan parametre analizleri
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Tablo 11. Calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Adi Marka ve Kodu Asama*

Oleuropein Santa Cruz®, sc-286622B 1

Epirubisin HCI Pirucin®, Saba ila¢ San. ve Tic. AS, 1
A057559

Siklofosfamid HCI Endoxan®, Eczacibast ilag 1

pazarlama AS, 8C156A

Ketamin HCI Ketalar®, Pfizer ilac Ltd. Sti., 6048 2
Ksilazin Alfazyne®, Ege Vet Ltd. Sti., 544 2
Diisiik erime noktali agar (LMA) Sigma® A9045, Tip VII 3
Histopaque-1077 Sigma® 10771 3
Normal erime noktali agar (NMA) Sigma® A7174, Tip VI-A 3
Trisma base Sigma® T1503 3
Trion x-100 Fluka® 93443 3
PBS tablet (Mg*? ve Ca*? icermeyen) Sigma® P4417 3
4’ 6-Diamidino-2-fenilindol dihidroklorid Sigma® D9542 3
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma® S9625 3
Hidroklorik asit (HCI) Sigma® 30721 3,4
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) disodyum  Sigma® E-9884 3,4
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma® S5881 3,4
Etanol Merck® 100986 3,4
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma® D5879 3
Ksantin oksidaz Sigma® X-1875 4
Bakir kloriir (CuCly) Merck® 818247 4
Nitroblue tetrazolium Sigma® N-6876 4
Sodyum karbonat (Na2COs) Merck® 818247 4
Sigir Albiimini Sigma® A-7906 4
Kloroform Merck® 102444 4
Ksantin Sigma® X-0626 4
Amonyum siilfat Merck® 101217 4
Trikoloro asetik asit Sigma® S-27242 4
Tiobarbiturik asit Sigma® T-5500 4
Glutasyon Merck® 104090 4
Metafosforik asit Merck® 100546 4
5,5'-ditiyobis, 2-nitrobenzoik asit (DTNB) Sigma® D-8130 4

*1- Deney hayvanlarina uygulama, 2- Deney hayvani anestezisi, 3- Comet Yontemi, 4- Oksidan -

Antioksidan Parametre Analizi

3.2. Yontemler

Oleuropeinin epirubisin ve siklofosfamid uygulamasina bagl olarak gelisen doku hasari

tizerindeki olas1 etkilerinin belirlenmesi amaciyla lenfosit DNA’s1 kullanilarak comet analizi;
karaciger, kalp ve bobrek dokularinda katalaz (CAT), malon dialdehid (MDA), siiper oksit

dismutaz (SOD) ve indirgenmis glutasyon (GSH) gibi antioksidan/oksidan parametrelerin
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tayini; kan ve serum 6rneklerinde hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin analizleri ayrica

ELISA testi ile TNF-a ve IL-6 miktar tayinleri gerceklestirilmistir.

3.2.1. Comet Analizi

Lenfosit hiicrelerinde DNA hasar diizeyi, Singh ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen
comet yontemi kullanilarak arastirildi. Comet analizi basit, hassas ve hizli bir yontemdir. Farkli
hiicre tipleri ve DNA hasar ¢esitleri i¢in uygulanabilir. Radyoaktif isaretleme gerektirmemesi
ayr1 bir avantajidir ve bu nedenle DNA hasar 6l¢iimlerinde sik tercih edilir. Mikroskop lami
tizerindeki agar jel icine slispanse edilmis az sayidaki hiicreye, zarlarin parcalanip ¢ekirdekte
bulunan siiper sarmal (siiper coil) yapida DNA’nin serbestlesmesi igin lizis islemi uygulanir.
Alkali ortamda siiper sarmal yap1 agilir. Elektroforezde hasarli (kirtlmig) DNA zincirleri anoda
dogru gocerken bir kuyruklu yildiz (comet) goriintiisii olusturur. Karanlik ortamda elektroforez
islemi sonrasi floresans bir boya ile boyanan hiicreler floresans mikroskop altinda gozle veya

bir bilgisayar programi1 yardimiyla degerlendirilir.

Kullanilan cozeltiler:

1. PBS (Fosfat tamponu): 1 adet PBS tablet 200 ml distile su icerisinde ¢oziilerek pH 7.4’¢
ayarlandi. Cozelti otoklavda sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra +4 °C’de saklandh.

2. Normal kaynama dereceli agar (Normal melting agarose-NMA): 500 mg NMA 50 ml
PBS’de mikrodalga firin yardimiyla eritilerek, lamlarin kaplanmas1 agsamasina kadar su
banyosunda 60 °C’de tutuldu.

3. Diisiik kaynama dereceli agar (Low melting agarose-LMA): 250 mg LMA 50 ml PBS
ile kanstirilarak mikrodalga firinda eritildi. 5 ml’lik tiipler igerisine konularak
kullanilincaya kadar +4 °C’de bekletildi. Kullanilmadan 6nce 37 °C’lik su banyosunda
¢cOzlinmesi saglandi.

4. Stok lysing soliisyonu: 2.5 M NaCl (146.1 gr), 100 milimolar (mM) EDTA (37.2 gr),
10 mM Tris baz (1.2 gr) ve 8 gr NaOH 700 ml su ile karistiric1 yardimiyla eritildi. pH=10
olacak sekilde ayarlandiktan sonra hacim 1.000 ml’ye tamamlanarak kullanilincaya dek
oda sicakliginda saklandi.

5. Lysing solusyonu: Kullanilacagi zaman taze olarak 178 ml stok lysing solusyonuna 2
ml Triton X 100 ve 20 ml DMSO ilave edilerek hazirlandi.
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6. 10 Normal (N) NaOH stok ¢ozeltisi: 200 gr NaOH 500 ml distile suda ¢oziilerek +4
°C’de saklandi.

7. 200 mM EDTA stok soliisyonu: 14.89 gr EDTA 200 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
pH=10 olacak sekilde ayarlanarak +4 °C’de saklandi.

8. Elektroforez tamponu: 5 ml 200 mM EDTA ve 30 ml 10 N NaOH stok soliisyonlarindan
alinip ve distile su ile 1.000 ml’ye tamamlandi. Cozelti, pH>13 olacak sekilde
ayarlanarak +4 °C’de saklandi.

9. Notralizasyon tampon ¢o6zeltisi: 0.4 M Tris (48.5 gr Tris HCI) 800 ml suda ¢ozildii.
Toplam hacim 1.000 ml ve pH= 7.5 olacak sekilde konsantre HCI ve distile su ile
ayarlanarak +4 °C’de saklandi.

10. Lamlarin goriintiileme asamasinda boyama amaciyla DAPI (4', 6-Diamidino-2-
fenilindol dihidroklorid) ¢ozeltisi kullanildi. 100 ml distile su igerisinde 1 mg DAPI
coziildiikten sonra 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine her bir tiipte 1 ml olarak sekilde
aktarildi ve 10 pl/ml’lik ¢ozelti elde edildi ve kullanima dek -20 °C’de muhafaza edildi.
Boyama soliisyonu kullanim asamasinda dolaptan ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi.
10 ul/mI’lik DAPI ¢ozeltisinden 100 pl alinarak 321 ul distile su ile seyreltildi. Floresan

boyama amaciyla her bir lamin tizerine 70 pl seyreltik ¢ozelti kullanildi.

Analiz iglemleri:

Analiz islemlerine oncelikle lenfositlerin izolasyonu ile baslandi. Heparinli tiipler
icerisinde bulunan tam kan numunelerinden 1.000 pl ve PBS ¢ozeltisinden 1.000 pl alinarak bir
tiip icerisinde karistirildi. 2.000 pl Histopaque 1077 eklenmis, dip kismi1 konik yapili bagka bir
santrifuj tiipiine kan ve PBS karisimi (1 ml kan + 1 ml PBS) eklendi. Histopaque + kan + PBS
karigimi 2.000 rpm’de (round per minute) 25 dakika boyunca +4 °C’de santrifiij edildi. Bulutsu
yapida gériinen mononiikleer kisim bir pastor pipeti yardimiyla dibi konik yeni bir santrifiij
tiipiine aktarildi ve tizerine 5.000 pl kadar PBS eklendi. Tiip igerisinde ¢ogunlugu lenfosit olan
mononiikleer hiicreler ve PBS karisimi 2.000 rpm’de 10 dakika siiresince +4 °C’de
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda iistteki kisim uzaklastirildi ve tiipiin dip kisminda toplanan
hiicreler y1gin halinde elde edildi. Hiicre kiimesine tekrar 500 ul PBS soliisyonu ilave edildi.

Ardindan vorteks yardimiyla karistirilarak lenfosit soliisyonlart hazirlandi.

Elde edilen lenfosit soliisyonundan 40 ul alind1 ve 40 pl Turk soliisyonu eklenerek

bekletilmeden hiicrelerin 11k mikroskobu altinda Thoma laminda sayimi yapildi (Resim 1).
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Sayim sonrasi 1 pl’de en az 15.000 — 20.000 hiicre olacak sekilde yogunlastirma veya seyreltme
islemi uygulanarak lenfosit siispansiyonu lama aktarim i¢in hazir hale getirildi. Lamlarin
tizerindeki olasi kirliliklerin bertarafi amaciyla kullanilan tiim lamlar 6nce %95’lik etil alkol
¢oOzeltisine batirilarak temizlendi ve ardindan bek alevinde kurutuldu. Lenfosit hiicrelerinin
gomiilmesi ve elektroforez sirasindaki elektrodlara gocii saglamasi amaciyla lamlarin st
yiizeyleri, 60 °C’lik su banyosunda erimis halde bulunan NMA ile kaplandi. Kullanima hazir

hale getirilen lamlar +4 °C’de saklandi.

Resim 1. Isik mikroskobunda Thoma lamu ile hiicre sayimi

Lenfositlerin NMA ile kaplanan lamlarin iizerine gémiilmesi amaciyla dncelikle 250 pl
lenfosit siispansiyonu, 37 °C’lik su banyosunda tutulan erimis haldeki 550 pul LMA ile
karistirilip vortekslendi. Daha sonra +4 °C’de bulunan NMA ile kaplanmig lamlara bu karigim
her bir 6rnekten iki tane lam olacak sekilde yayildi. Ardindan lamlarin tizeri lamelle kapatildi.
Tiim lamlar buzdolabina yerlestirilip bir siire beklenilerek soguk ortamda agarozlarin donarak
birbirine yapigmasi saglandi. Agarozlarin birbirine yapismasinin ardindan lameller ¢ikarildi. Bu
islemin ardindan stok sollisyonundan hazirlanan lysing ¢ozeltisinden 75 ml alinarak dik salelere
eklendi ve buzdolabmma konularak +4 °C’de sogumaya birakildi. Salelerdeki bolmelere
yerlestirilen agaroz ve hiicre karigimi igeren lamlar 12 saat siire ile +4 °C’de lysing soliisyonu

igerisinde bekletildi.

On iki saat siiresince lysing ¢ozeltisinde bekletilen lamlar elektroforez islemi igin
agaroz-hiicre tarafi iistte olacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Daha sonra tank,

soguk elektroforez tamponu ile lamlarin iizerini 0.5 cm gegecek seviyeye kadar dolduruldu.
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Lamlar, tampon ile dolu tankta 30 dakika bekletildikten sonra 25 Volt (V) ve 300 miliamper
(mA) akim altinda 30 dakika siire ile yiiriitiildii.

Elektroforez islemi sonrasi tanktan c¢ikarilan lamlar notralizasyon ve fiksasyon
saglanmasi amaciyla 2 ayr1 notralizasyon ¢ozeltisinin her birinde on dakika siire ile yikanda.
Notralizasyondan sonra hiicreleri lamlara fikse etmek icin lamlar sirastyla %50, %70 ve %90
yogunluklarindaki 3 ayri etanol ¢ozeltisinde beser dakika bekletildi. Lamlar fiksasyon islemi

tamamlandiktan sonra karanlik bir ortamda 12 saat siire ile kurumaya birakildi.

Karanlik ortamda kuruma islemi tamamlanan lamlarin {izerine boyama amaciyla distile
su ile seyreltilmis 70 ul DAPI iki ayr1 damlacik seklinde ilave edildi ve lamlar lamelle kapatildi.

On dakika beklendikten sonra bir floresan mikroskop yardimiyla inceleme islemine gegildi.

Mikroskobik incelemede her bir numune i¢in ikiser adet hazirlanan lamlardan yiizer adet
hiicre, floresan mikroskop (Leica® microsystems GmbH, Almanya) kullanilarak Comet Assay
IV goriintii analizi bilgisayar paket programi (Perceptive Instruments® Ltd., Ingiltere)
yardimiyla rastgele olarak sayildi. DNA hasarinin gdstergesi olarak kabul edilen gruplara ait
kuyruk momenti (tail moment), kuyruk yogunlugu (tail intensity) degerleri ve comet
goriintiileri kaydedildi. Comet analizinde ¢ok hasarli, orta derecede hasarli ve saglam DNA

orneklerine ait floresan mikroskop goriintiileri Resim 2’de sunulmustur.

Resim 2. Comet analizinde ¢ok hasarli (solda), orta derecede hasarli (ortada) ve saglam (sagda)

DNA o6rneklerine ait floresan mikroskop goriintiileri
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3.2.2. Antioksidan ve Oksidan Parametre Analizleri

3.2.2.1. Dokularm homojenizasyonu

Ratlarin anestezi sonrasi sakrifiye edilmesinin ardindan ¢ikarilan karaciger, bobrek ve
kalp dokular1 homojenizasyon islemine kadar - 80 °C’de saklandi. Homojenizasyon islemi i¢in
her bir dokudan 0.5 g 6rnek alinarak % 10’luk 150 mM fosfat tamponla (pH 7.4) yikandi.
Kurutma isleminin ardindan doku 6rnekleri tekrar fosfat tamponla (% 10) homojenizatérde bir
dakika siire ile 2.000 rpm devirde santrifiijlenerek homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C’de
12.000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edildikten sonra siipernatantlar analiz islemlerinde

kullanildi.

3.2.2.2. Total protein analizi

Total protein miktar1 analizi antioksidan/oksidan parametrelerin hesaplanmasinda
kullanilan bir ara parametredir. Analiz Biliret metoduna gore total protein kiti (Archem
Diagnostic Ind. Ltd., Tiirkiye) yardimiyla gergeklestirildi. Mikrosantrifiij tiplerine her bir
numune i¢in kit soliisyonundan 1 ml eklendi. Vortekslenen siipernatantlardan her bir tiipe 10 pl
eklendi. Spektrofotometrik tayin amaciyla 2 adet kor ve 1 adet standart hazirlandi. K6r gruba 1
ml total protein soliisyonu ve 10 pl distile su koyulurken, standart grup igin 1 ml total protein
soliisyonu ve 10 pl kit icerisindeki standart eklendi. Vorteksleme isleminin ardindan tiim tiipler
30 °C’de 10 dakika siire ile etiivde inkiibe edildi. Bu islemin ardindan spektrofotometrede
kuartz kuvetlerde (100 QS-10.00 mm, Hellma®) kére karst 546 nm dalga boyunda okuma
yapildi. Elde edilen sonuglar SOD, CAT, MDA ve GSH hesaplanmalarinda kullanildu.

3.2.2.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

SOD aktivitesi Sun ve ark’nin (1988) yontemine gore olgiildii. Ksantin, ksantin oksidaz
enzimi araciligr ile tirik aside doniistiiriilirken meydana gelen siiperoksit radikalleri nitro
tetrazolium blue (NTB) varliginda reaksiyona girerek formazan (mor) boyasi olustururlar. SOD
enzimi stiperoksit radikallerini H202’ye doniistiirdiigii i¢in formazan olusumu ve dolayisi ile

absorbans da azalir. SOD analizinde reaktif karisimi1 igin 20 ml 10 kat sulandirilmis ksantin stok
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cozeltisi, 10 ml EDTA, 10 ml NTB, 6 ml Na,COs, 3 ml sigir albiimini eklenip karistirilarak
toplam 49 ml reaktif karisimi hazirlandi. Siipernatantlardan 0.5 ml eppendorf tiiplere aktarildi.
Uzerine 250 ul absolii etanol ve 150 pl kloroform eklendi. +4 °C’de 12.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Cam tiiplere 1.225 ul reaktif karisimi ve 250 pl numune ilave edildi.
Spektrofotometrede kor igin 1.225 pl reaktif karigimi tizerine 250 pl steril distile su ilave edildi.
Vortekslenen tiiplerin {izerine 25 pl ksantin oksidaz eklenerek 25 °C’de su banyosunda 20
dakika siire ile inkiibe edildi. Ardindan 0.5 ml Bakir II kloriir (CuCly) ilave edilerek
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde kore karst 532 nm dalga boyunda okunarak sonuglar

U/mg doku protein olarak hesaplandi.

3.2.2.4. Katalaz (CAT) analizi

CAT aktivitesi olglimil icin Aebi (1984) tarafindan belirtilen yontem kullanildi. Bu
yontem CAT enzim aktivitesinin, H202’in 240 nm’de H20’ya doniisiimii sirasinda absorbans
azalmasinin Olciilmesi esasina dayanmaktadir. Absorbansta gézlenen azalma hizi1 CAT enzim
aktivitesi ile dogru orantilidir. 1/15 mmol/l (pH:7.0) fosfat tampon ve numune igeren
kiivetlerden birine H2O2 eklenmesiyle 240 nm absorbansda H>O,’deki azalma 1 dakika boyunca
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde kaydedildi. Elde edilen degerlerden katalaz enzim

aktivitesi hesaplanarak k/mg doku protein olarak belirtildi.

3.2.2.5. Indirgenmis glutatyon (GSH) analizi

GSH seviyesinin spektrofotometrik tayini Tietze (1969) ¢alismasina gore
gergeklestirildi. GSH bulundugu ortamdaki siilfidril gruplu bilesikler tarafindan indirgenir. Bu
reaksiyon sonucunda olusan rengin siddeti ile GSH aktivitesi arasinda dogru oranti
bulunmaktadir. Analiz amaciyla kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Standart tiipe 200
ul standart, numune tiipiine 200 pl 6rnek konulduktan sonra her iki tiipe’de 1.8 ml steril saf su
ve 3 ml presipitasyon soliisyonu eklendi. Kor tiipe ise 0.4 ml saf su ve 0.6 ml presipitasyon
soliisyonu koyuldu. Hazirlanan soliisyonlar siiziildiikten sonra 2 ml siiziintii alinarak tizerine 8
ml fosfat solusyonu ve 1 ml steril distile su eklendi ve spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda ol¢iilerek sonuglar mg/g doku olarak hesaplandi.
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3.2.2.6. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA analizi, serbest radikallerin hiicre zarinda meydana getirdigi lipid
peroksidasyonunun sonug iiriinlerinden birisi olan MDA diizeyini saptamak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Yontemlerin ¢gogu MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel
alir. MDA analizi MDA’ nin asidik ortamda TBA ile olusturdugu rengin 532 nm’de optik
yogunlugunun 6Slgiilmesi prensibine dayanan Ohkawa ve ark. (1979) yontemine gére yapildi.
Vorteks yardimiyla karistirilan slipernatantlardan kapakli cam tiiplere 750 pl aktarildi. Tiiplerin
tizerlerine 1.5 ml stok soliisyondan (100 ml distile suda 15 g trikoloroasetik asit, 0.37 g TBA
ve % 30’luk HCI) eklendi ve vortekslenerek 20 dakika boyunca 100 °C’de kaynatildi. Sogutma
isleminin ardindan tiipler 3.000 rpmde 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Ardindan
spektrofotometrede kuartz kiivetlerde 532 nm dalga boyunda havaya karsi okuma yapildi.
Cikan absorbans degerleri 1.56x10°/M/cm katsayis1 ile garpilarak, MDA konsantrasyonlar
nmol/mg doku protein seklinde hesaplandi.

3.2.3. Hemogram ve Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in 2 ml kan 6rnegi jelli biyokimya tiiplerine alinirken, diger 1
ml kan Ornegi ise hemogram analizi i¢in antikoagiilanli (EDTA) tiiplere konuldu. Hemogram
testi ratlardan kanlarm alinmasini takiben ilk bir saat icerisinde Diatron® Abacus Junior 30
otoanalizoriinde tahlil edildi. Hemogram tahlillerinde tam kan igerisindeki WBC (16kosit
sayist), LYM (lenfosit sayisi), MONO (monosit), GRA (graniilosit), LY% (lenfosit yiizdesi),
MONO% (monosit yiizdesi), GR% (graniilosit yiizdesi), RBC (eritrosit sayis1), HGB
(hemoglobin), HCT (hemotokrit), MCV (ortalama hiicre hacmi), MCH (ortalama hiicre
hemoglobini), MCHc (ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu), RDWc (eritrosit dagilim
genisligi konsantrasyonu), PLT (trombosit sayis1), PCT (platelet sayisi/diger hiicre % orani),
MPV (platelet/hiicre sayis1 orani), PDWCc (platelet dagilim genisligi) parametrelerine ait
degerler belirlendi. Biyokimyasal analiz amaciyla detaylar1 3.1.1. b6liimiinde belirtilen sekilde
tam kan numunelerinden oncelikle serumlar izole edildi ve analiz asamasina kadar -80 °C’de
sakland1. Biyokimyasal analizler Roche® Cobas ¢501 otoanalizor cihazi ve Roche® Kkitleri
kullanilarak gerceklestirildi. Rat kanlarinda biyokimyasal analiz olarak iire, iirik asit, kreatinin,
AST, Alanin aminotransferaz (ALT), CK, Kreatinin kinaz izoenzim 3 (CK-MB), Gamma

glutamil transferaz (GGT), direkt biluribin ve total biluribin degerleri saptand.
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3.2.4. Sitokin (TNF-a ve IL-6) Analizleri

Tam kandan izole edilen ve analiz asamasina kadar -80 °C’de muhafaza edilen rat serum
orneklerinden IL-6 ve TNF-a analizleri, ELISA testi (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay-
enzim iliskili bagisiklik testi) aracilifs ile gerceklestirildi. Analizde Thermo Fisher Scientific®
Multiskan Sky Microplate Spektrofotometre cihazi ve Thermofisher® (Thermofisher Scientific,
Massachussets-ABD) kitleri (TNF-a Kit katalog no: KRC3011; IL-6 kit katalog no: BMS625)
kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen veriler SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences,
version 22.0) programi yardimiyla degerlendirildi. Rat agirliklarindaki degisimler, hemogram,
sitokin, biyokimya ve comet analizi sonuglarina ait veriler ortalama + standart hata (X£SE)
seklinde verildi. Elde edilen parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Simirnov
testi; varyanslarin homojenitesi ise Levene’s testi uygulanarak belirlendi. Rat agirliklarinin
grup i¢i tekrarlanan Sl¢iimlerinin degerlendirmesinde Friedman Testi kullanildi. Comet analizi,
antioksidan/oksidan parametrelerin analizleri, hemogram ve ELISA testleri ile biyokimyasal
analizlerde gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmeler, veriler normal dagilim
gostermedigi i¢in Kruskal-Wallis testi ile gergeklestirildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 degerler

anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirlik Olgiim Sonuclar:
Gruplarin belirlendigi glinden (0.glin) ratlarin sakrifiye edilerek ¢alismanin
sonlandirildig1 giine kadar (35. giin) haftalik olarak yapilan agirlik 6l¢iimlerine ait bulgular ve

istatistiksel analizi Tablo 12’de sunulmustur.

Tablo 12. Ratlara ait haftalik agirlik (g) 6lgtimii sonuglari (X = SE)

g]r:‘g)’ 0.giin T.gin  Id.gin  2Lgin  2.gin  35.gin D,
K 2100425 216.144.3% 224.5:4.0°¢ 232.144.8% 240.0+5.2% 247.7+6.3° ;8:8‘1)}1
E2002:3.1° 21265287 2148823 2188222° 22355220 22234470 D0
S 218.554.7% 221.144.8%  223.643.9% 225.2+3.0% 228.342.1° 228.0+5.2° 1;91'(5)3
ES 216.5£1.37 2213+2.9° 217.142.6° 212.6:2.1 206.242.0 200.2:2.0 ;g:ggé
EO 207.3+1.1° 209.742.0° 214.2+2.3°¢ 217.342.8° 228.0+3.4° 235.0+4.5% ;3:8‘2’3
SO 209.1£2.9% 212.842.6° 214.3+3.68° 219.243.4° 2251435 232.8+3.6° ;g:g%
ESO 21554327 21874332  227.843.20 232.0435% 236.5:3.2% 241.2+4.12 ;g:ggé
p**  >0.05 >0.05 <005 <0001 <0001  <0.001
X2 11266  10.616 15524 22423 31647  30.044

Grup ismi kisaltmalari: K: kontrol, E: epirubisin, S: siklofosfamid, ES: epirubisin+siklofosfamid, EO:
epirubisin+oleuropein, SO: siklofosfamid+oleuropein, ESO: epirubisin+siklofosfamid+oleuropein;
*Qrup igerisinde zamana gore agirlik degisimlerine ait Friedman testi sonuglari; **Gruplar aras1 zamana
gore agirlik degisimlerine ait Kruskal-Wallis analizi sonuglari. Kruskal-Wallis analizinin ikili
gruplararasi karsilastirmalar1 kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ve salt antineoplastik
uygulanan gruplar ile antineoplastik+oleuropein uygulanan karsilagtirma gruplart (E-EO, S-SO ve ES-
ESO) arasinda yapilmistir. Ayni sutunda yer alan ayni st karakter harflere sahip degerler arasinda
istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir.

Elde edilen verilerden ¢aligsma baslangicinda ve 7. giinde yapilan ilk ila¢ uygulamasi
oncesinde rat agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmadigi (p>0.05) belirlendi.

ES grubunda ¢alisma sonunda baslangica gore anlamli agirlik azalmasi (p<<0.001) olurken diger
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tim gruplarda agirlikta anlaml artis oldugu (p<0.001) saptandi. Agirlik Olgiimlerinin
gruplararasi fark analizi sonucu K grubu ile E, S, ES ve SO gruplari arasindaki 6nemli farklilik
oldugu (p<0.05); EO ve ESO gruplariyla ise aralarinda anlamlilik bulunmadigi (p>0.05)
belirlendi. Calisma sonu agirliklarina gore ES ile ESO gruplar arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu (p<0.001) ancak E ile EO ve S ile SO gruplar arasindaki anlaml1 fark
bulunmadigr (p>0.05) saptandi. Calisma sonunda oOlg¢iilen rat agirliklarindan yalnizca
kombinasyon tedavisi uygulanan grupta (ES) baslangica gore kilo kayb1 oldugu (p<0.001);
diger tiim gruplarda ise (p<0.05 veya p<0.001) agirlik artis1i oldugu belirlendi. Calismada
benzer sekilde E grubu ile EO ve S grubu ile SO gruplart aralarinda anlamli farklilik
bulunmadigi goriildii (p>0.05).

4.2. Comet Analizi

Deney gruplarinda comet analizi sonucu elde edilen kuyruk momenti (tail moment) ve
% kuyruk yogunlugu (% tail intensity) degerleri (X £+ SE) ile Kruskal-Wallis testi sonucunda
gruplar arasinda istatistiksel farklilik bulunan parametrelerde farkliligin kaynaklandig:
gruplarin tespiti amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo

13’de sunulmustur.

Tablo 13. Deney gruplarina ait comet analizi sonuglari (X =+ SE)

Grup (n=8) Kuyruk momenti % Kuyruk yogunlugu

K 1.02 £0.21 5.08 £0.99
E 3.3340.572 9.4241.19°
S 3.4440.34° 10.91+0.68°

ES 9.75+2.11 26.44+3 .56

EO 3.09+0.46% 9.44:+(0.89?

SO 4.03+0.46° 10.65+1.07°

ESO 2.87+0.58 10.01£1.20
p p<0.001 p<0.001

X2 26.505 29.086

Grup ismi kisaltmalari: K: kontrol, E: epirubisin, S: siklofosfamid, ES: epirubisin+siklofosfamid, EO:
epirubisin+oleuropein, SO: siklofosfamid+oleuropein, ESO: epirubisin+siklofosfamid+oleuropein.
Gruplararasi karsilagtirmalar kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ve salt antineoplastik uygulanan
gruplar ile antineoplastik+oleuropein uygulanan karsilastirma gruplari (E-EO, S-SO ve ES-ESO) arasinda
yapilmistir. Ayni sutunda yer alan ayni {ist karakter harflere sahip degerler arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmamaktadir.
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Tablo 13’deki verilerden antineoplastik ajanlarin kombine uygulanmasi (ES grubu)
sonucu olusan oksidatif DNA hasarinin ilaglarin ayr1 ayr1 uygulanmasi (E ve S gruplari1) sonucu
goriilen hasarin iki katindan daha fazla oldugu saptanmistir. Sonuglara gore ayri ayri (E ve S)
veya kombine tedavi (ES) seklinde antineoplastik ajan uygulanan tiim gruplarda ve bunlarin
oleuropein uygulanan karsilastirma gruplarinda (EO, SO ve ESO), DNA hasar miktar1 K
grubuna gore anlamli derecelerde (p<0.05 veya p<0.001) yiiksek bulunmustur. Diger bir deyisle
oleuropein, antineoplastik ajanlarin etkisiyle olusan DNA hasarin1 K grubu seviyesine benzer
diizeye indirgeyememistir. E-EO ve S-SO karsilastirma gruplarinda kuyruk momentleri ve
yogunluklar1 bakimindan aralarinda anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). Ancak, ES
grubunda gozlemlenen oksidatif stres kaynakli yogun DNA hasarinin ESO grubunda gerek
kuyruk momentleri gerekse kuyruk yogunluklari parametreleri agisindan 6nemli oranda

azaldig1 (p<0.001) saptanmistir.

4.3. Antioksidan ve Oksidan Parametrelerin Analizleri

Deney gruplarina ait kalp, bobrek ve karaciger dokularinda dlgiilen antioksidan/oksidan
parametrelere ait degerler (X + SE) ve bu degerlerin Kruskal- Wallis testi sonucunda gruplar
arasinda istatistiksel farklilik bulunan parametrelerde farkliligin kaynaklandigi gruplari tespit

i¢in yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. Doku 6rneklerine ait SOD, CAT, GSH ve MDA degerleri (X + SE)

Gruplar (n=8) p
Doku/Parametre* K E S ES EO SO ESO X2
Kalp
SOD 7.04 6.39 536 340 644 6.16 6.74 p<0.001
+(.222 +0.09° +0.77¢ +0.29 £0.11> +0.12¢ =+0.062 28.420
CAT 3.88 1.86 1.75 1.68 2.28 1.69 1.74 p<0.001
+0.44 +0.24% +0.19° +0.07° +0.23% +0.16° +0.14° 21.767
13.70 958 9838 943 1437 13.70 13.47 p<0.001
GSH +0.892  +0.79 +090 +0.81 +£1.27% =£1.07% +0.48? 23.871
70.08 03.65 90.88 9998 7599 7693 77.92 <0.001
MDA +2158 271 4475 272 +2.54% +583% +] 95 p32'860
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Tablo 14. Doku 6rneklerine ait SOD, CAT, GSH ve MDA degerleri (X + SE) (Devami)

Gruplar (n=8) p
Doku/Parametre* K E S ES EO SO ESO X2
Bobrek
SOD 7.40 6.69 6.31 5.96 724 710 7.16 p<0.001
+0.0728 +0.09 +£043 =+0.09 +0.14* +0.10 =+0.08? 36.481
CAT 3.74 6.80 6.29 495 2.82 3.65 249 p<0.001
+0.682 +0.62 +£0.48 +0.78% +0.31% +0.36% +0.27°2 30.219
20.43 13.77 1190 8.98 17.07 16.62 16.39 p<0.001
GSH +0.89 +095 £1.07 =£1.07 £1.02 +£1.06 =+0.93 33.858
MDA 49.11 61.10 70.87 7462 5438 6034 52.30 p<0.001
+1.048  £3.31° £3.20 +£3.70 +2.06° +£2.83 £1.012 32.409
Karaciger
SOD 7.04 6.39 5.36 6.54 7.49 7.27 7.37 p<0.001
+(0.228 +0.09 +£0.77 £0.06 +0.07% +0.05 =+0.06° 41.283
CAT 3.88 1.86 1.75 6.18 7.90 21.34 15.07 p<0.05
+(.442 +0.24% £0.192P £0.512 £1.24% +6.00° +2.742 20.521
13.70 9.58 0.88 1190 21.78 19.76 19.98 p<0.001
GSH +0.892 +0.79 £0.90 +0.83 *£1.20* +£1.27 =+0.72% 33.699
MDA 70.08 03.65 90.88 88.25 7201 7754 78.39 p<0.001
+2.15 +2.71 +£4.75% +£2.67 +093 +2.07*% +2.84 31.320

*Birimler MDA i¢in nmol/mg protein, GSH i¢in mg/g protein, CAT i¢in k/mg protein ve SOD ig¢in
U/mg proteindir. Grup ismi kisaltmalari: K: kontrol, E: epirubisin, S: siklofosfamid, ES: epirubisin+
siklofosfamid, EO: epirubisin+oleuropein, SO: siklofosfamid+oleuropein, ESO: epirubisin+
siklofosfamid + oleuropein. Gruplararasi karsilastirmalar kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda
ve salt antineoplastik uygulanan gruplar ile antineoplastik+oleuropein uygulanan karsiliklar1 (E-EO, S-
SO ve ES-ESO) arasinda yapilmistir. Ayni satirda yer alan ayni iist karakter harflere sahip degerler
arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir.

Yukarida verilen sonuglara gore kalp dokusunda SOD aktivitesi bakimindan
kombinasyon tedavisi grubu (ES) ile oleuropein uygulanan karsilagtirma grubu (ESO) arasinda
anlamli farklilik bulundugu (p<0.05); diger taraftan ESO grubu ile kontrol grubu arasinda ise
anlaml fark bulunmadigi (p>0.05) saptanmistir. Ayrica E ve S gruplari ile bunlarin oleuropein
uygulanan karsilagtirma gruplar1 arasinda da anlamli bir farklilik bulunmadigi saptanmistir
(p>0.05). Kalp dokusunda CAT aktivitesi agisindan kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda
anlaml farklilik bulundugu (p<0.05); E, S, ES gruplar ile bunlarin oleuropein uygulanan
karsilastirma gruplari arasinda ise 6nemli bir fark bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05). Calisma

sonucunda kalp dokusunda MDA ve GSH o6l¢iim sonuglarinin birbiri ile paralel oldugu
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saptanmistir. Kalp dokusunda MDA ve GSH analizleri yoniinden kontrol grubu ile E, S ve ES
gruplar arasinda istatistiksel fark bulunurken (p<0.05); kontrol grubu ile oleuropein uygulanan
deney gruplar1 (EO, SO ve ESO) arasinda fark bulunmadigi (p>0.05) saptandi. Diger taraftan
E ile EO, S ile SO ve ES ile ESO gruplan arasinda istatistiksel fark oldugu (p<0.05)

belirlenmistir.

Bobrek dokusunda yapilan analizlerde SOD ve CAT parametreleri agisindan kontrol
grubu ile E, S ve ES gruplan arasinda énemli farklilik (p<0.05) bulunurken; bu gruplarin
oleuropein uygulanan karsilastirma gruplar1 (EO, SO, ESO) ile kontrol grubu arasinda genel
olarak onemli fark bulunmadigr saptanmisgtir (p>0.05). Deney gruplarmin ikili
karsilagtirmalarinda oleuropein uygulanan gruplarda, uygulanmayan gruplara gore SOD ve
CAT seviyelerinde anlamli derecede artis oldugu goriilmektedir. Bobrek dokusunda
gerceklestirilen GSH analizinde E, S ve ES gruplar ile bunlarin oleuropein uygulanan
karsilagtirma gruplar1 arasinda; ayrica kontrol grubu ile diger tim gruplar arasinda anlamli
farkliliklar bulundugu saptanmistir (p<0.05). Sonugclar oleuropeinin bobrek dokusunda GSH
seviyesini arttirarak epirubisin ve siklofosfamid uygulamasi yoluyla indiiklenen oksidatif strese
kars1 koruyucu etki sagladigini ancak bu seviyenin kontrol grubuna es diizeylere ulagamadigini
gostermektedir. Bobrek dokusunda yapilan MDA analizinde ise kontrol grubu ve ESO grubu
arasinda onemli bir farklilik bulunmazken (p>0.05), ES ve ESO gruplar1 arasinda istatistiksel

farklilik bulundugu (p<0.05) saptanmustir.

Karaciger dokusunda gergeklestirilen GSH, SOD ve CAT antioksidan parametre
analizlerinden elde edilen sonuglarin genel olarak birbiri ile uyumlu oldugu belirlenmistir. E, S
ve ES gruplart ile bunlarin oleuropein uygulanan karsilagtirma gruplarinda (sirast ile EO, SO
ve ESO) GSH, SOD ve CAT seviyeleri bakimindan genel olarak oleuropein uygulanan gruplar
lehine anlamli oranda bir artis bulundugu saptanmistir. Karacigerde GSH, SOD ve CAT
aktivitesi yoniinden kontrol grubuna gére EO ve ESO gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadigr (p>0.05); diger tim gruplarla ise anlamli derecede farkliliklar bulundugu
saptanmistir (p<0.05). Caligma sonucunda oksidatif hasarin biiyiikliigii ile dogru orantili olan
MDA miktar1 bakimindan oleuropeinin oksidatif hasar seviyesini higbir grupta kontrol
seviyesine kadar indiremedigi belirlenmistir. Diger taraftan antineoplastik ila¢ uygulanan E, S
ve ES gruplarina gore bunlarin oleuropein uygulanan karsilastirma gruplarinda MDA

seviyelerinin 6nemli oranda azaldig1 saptanmistir.
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4.4, Hemogram Bulgulan

Hemogram analizleri sonucunda MONO, GRA, MONO%, GR%, RDWc, PCT, MPV
ve PDWc parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir farkliligin bulunmadigi (p>0.05)
belirlenmistir. Deney gruplari arasinda farklilik bulunan parametrelere ait hemogram degerleri,
Kruskal-Wallis testi sonuglar1 ve farkliigin kaynaklandigi gruplari tespit i¢in yapilan

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Deney gruplarina ait hemogram degerleri (X + SE)

Gruplar (n=8)

P
Parametre K E S ES EO SO ESO X2
WEC 6.02 3.45 3.41 3.10 4.65 5.73 5.70 p<0.001
+0.14*  +0.10  +0.53  +0.17  +0.13  +0.35%  +0.10? 40.491
LYM 3.53 1.98 1.83 1.71 3.54 3.42 3.37 p<0.001
+0.15*  +0.31  +0.18  +0.15  +0.14* +0.07% +0.222 34.950
LY% 73.86 56.38 47.04 4470 7024 5891  59.49 p<0.05
+6.162  +6.06° +6.20° +5339 +£543%P 1802° +6.06¢ 17.538
RBC 6.94 5.76 5.91 5.58 6.70 6.77 6.57 p<0.001
+0.122  +0.28  +0.13  +0.40  +0.10® +0.17*% +0.11 31.528
HGB 11.70  9.66 10.73  9.41 11.25  11.77  11.64 p<0.001
+0.17*8  +0.47 4031  +0.35  +0.11 +0.16  +0.18? 35.829
HCT 40.85 3399 36.80 33.07 3940 4315 36.80 p<0.001
+0.97%  +£1.53  £1.19  £1.92  +0.48 £1.31* £2.53 33.134
MCV 58.00 59.13 65.13 59.88 58.75 64.00 61.25 p<0.05
+0.27%  +0.40*° +2.06° +1.59%¢ +037%° £1.91°  +1.49¢ 17.034
MCH 17.03 2199 2373 1726 1661 1765 17.24 p<0.05
+0.15%  +5.15%0  +534°  +0.44%9 +0.17%P +0.38%¢ +0.432d 13.259
MCHC 2928 2836 2808 2883 2824 2771 2823 p<0.05
+0.25%  +0.20°  +0.30° +0.25%9 +0.17° +0.39°  +0.34¢ 14.908
BLT 705.48 509.37 483.63 67450 860.63 675.25 1006.38 p<0.001

+29.82% +61.76 +4341 £57.80° +3520 +46.45% +£39.08 33.510

Birimler: wbc, lym, mono, gra ve plt igin 10"9/l; rbc i¢in 10"12/I; mcv ve mpv igin fI’dir. Diger
parametreler ise yiizde (%) olarak verilmistir. Grup ismi kisaltmalari: K: kontrol, E: epirubisin, S:
siklofosfamid, ES: epirubisin+siklofosfamid, EO: epirubisin+oleuropein, SO:
siklofosfamid+oleuropein, ESO: epirubisint+ siklofosfamid+oleuropein. Gruplararas1 karsilastirmalar
kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ve salt antineoplastik uygulanan gruplar ile
antineoplastik+oleuropein uygulanan karsiliklar1 (E-EO, S-SO ve ES-ESO) arasinda yapilmistir. Ayni
satirda yer alan aymi st karakter harflere sahip degerler arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmamaktadir.

Tablo 15°de sunulan sonuglardan, tek baslarina ya da kombine olarak antineoplastik ilag

uygulanan gruplarda hemogram degerlerinin ¢ogunda bozulma oldugu ve kontrol grubu ile
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aralarinda anlaml farkliliklar (p<0.05 veya p<0.001) bulundugu goriilmektedir. WBC, LYM,
RBC, HGB, HCT ve PLT parametrelerinin tiimiinde E, S ve ES gruplar1 ile bunlarin oleuropein
uygulanan karsilastirma gruplar1 (EO, SO ve ESO) arasinda énemli farkliliklar (p<0.05 veya
p<0.001) bulundugu saptanmistir. Diger taraftan, hemogram parametrelerinin antineoplastik
ilag+oleuropein uygulanan gruplarda salt antineoplastik ila¢ uygulanan gruplara gére kontrol
grubu degerlerine daha yakin oldugu belirlenmistir. Calismamizda kontrol grubu ile
antineoplastik ilag+oleuropein uygulanan gruplar arasinda ¢cogu parametre (LY %, RBC, HCT,
MCV, MCHc, PLT) agisindan anlamli farklilik bulunmasina ragmen, Tablo 15’de sunulan baz1
parametreler (WBC, LYM, HGB, MCH) bakimindan ise anlamli farklilik bulunmadigi
(p>0.05) saptanmaistir.

4.5. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Biyokimyasal analiz sonucunda iire, GGT, direkt biluribin ve CK parametreleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi (p>0.05) belirlenmistir. Deney gruplari arasinda
farklilik bulunan parametrelere ait biyokimyasal analiz degerleri ve Kruskal-Wallis testi
sonugclari ile farkliligin kaynaklandigi gruplar tespit i¢in yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann-

Whitney U testi sonuglar1 Tablo 16’da sunulmustur.
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Tablo 16. Deney gruplarina ait biyokimyasal analiz degerleri (X + SE)

Gruplar (n=8) P

Parametre K E S ES EO SO ESO X2
Kreatinin 0.46 041+ 049 0.51 0.51 0.48 0.58 p<0.05
+0.012 0.022 +0.03%°  +0.022  +0.019% +0.02%°  +0.04 17.707
Urik asit 1.31 1.93 2.32 2.51 2.05 2.08 2.55 p<0.05
+0.12 +0.20°  +0.16° +0.25° +0.08% +0.29°  +0.23° 20.705
AST 169.63 211.87 219.25 210.88 141.00 135.88 152.38  p<0.001
+10.602 +1520 £12.40 +£10.74 +8.08% +9.57 +10.46%  32.313
ALT 54.25 63.25 62.38 64.63 48.25 52.13 52.88 p<0.001

+1.992 +1.44  £252 £1.76  £1.76 £1.57% 42492 32.844
Total 0.03 0.03 0.06 0.03 0.02 0.04 0.03 p<0.05
biluribin  +0.012 +0.01*  +0.01°  +0.01*¢ +0.01*° +0.01°  +0.01*¢  19.559
1207.30  1287.50 746.75 819.25 893.88 987.13  792.88 p<0.001

CK-MB 50400 84958 7642 +52.11° +52.92 +11571 +60.37°  27.203

Birimler kreatinin, iirik asit ve total bilirubin igin mg/dl; AST, ALT ve CK-MB i¢in U/L olarak
verilmigtir. Grup ismi kisaltmalari: K: kontrol, E: epirubisin, S: siklofosfamid, ES:
epirubisin+siklofosfamid, EO: epirubisin+oleuropein, SO: siklofosfamid+oleuropein, ESO:
epirubisintsiklofosfamid+oleuropein. Gruplararasi karsilastirmalar kontrol grubu ile diger tiim gruplar
arasinda ve salt antineoplastik uygulanan gruplar ile antineoplastik+oleuropein uygulanan karsiliklar
(E-EO, S-SO ve ES-ESO) arasinda yapilmustir. Ayni satirda yer alan ayni iist karakter harflere sahip
degerler arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir.

Karaciger hasarinin 6nemli biyokimyasal gostergeleri olan ALT ve AST degerleri klinik
acidan bakildiginda gruplar arasinda 6nemli sayilabilecek diizeyde bir fark gostermemektedir.
Istatistiksel acidan bakildiginda ise oleuropeint+antineoplastik ilag uygulanan gruplarda salt
antineoplastik ila¢ uygulanan gruplara gére AST ve ALT degerlerinde 6nemli derecede
(p<0.05) diisme oldugu, ancak; oleuropeint+antineoplastik ila¢ uygulanan gruplarla kontrol
grubu arasinda ise anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.05) saptanmustir. Urik asit degeri
bakimindan kontrol grubu ile diger gruplar arasinda énemli farkliliklar bulundugu (p<0.05);
diger taraftan oleuropeintantineoplastik ila¢ uygulanan gruplarda salt antineoplastik ilag
uygulanan gruplara goére 6nemli bir azalma (p>0.05) olmadig1 belirlenmistir. Total biluribin
miktar1 bakimindan ise oleuropein uygulamasimin gruplarin ¢ogunda anlamli bir fark

olusturmadigi (p>0.05) belirlenmistir.
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4.6. Sitokin Analizi (TNF-a ve IL-6) Sonuglari

Deney gruplarina ait ELISA testi degerleri ve Kruskal-Wallis analizi sonuglar ile
gruplar arasinda anlamli farklilik bulunan parametrelerde farkliligin kaynaklandig1 gruplarin
tespiti i¢in yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 17°de
sunulmustur. Sonuglara gore tekli ya da kombine halde uygulanan antineoplastik ajanlarin
serum TNF-a ve IL-6 seviyelerini kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide arttirdigi (p<0.001)
saptanmistir. Diger taraftan antineoplastik ajanlarla es zamanhi 150 mg/kg/hafta dozunda
uygulanan oleuropeinin antineoplastik ajanlar nedeniyle artan TNF-a ve IL-6 seviyelerini

kontrol grubuna yakin seviyelere (p>0.05) indirebildigi belirlenmistir.

Tablo 17. Deney gruplarina ait serum TNF-a ve IL-6 degerleri (X + SE)

Grup (n=8) TNF-a (pg/ml) IL-6 (pg/ml)
K 7.20+0.192 9.20+0.36?
8.10+0.18 11.00£0.30
S 8.50+0.12 12.00£0.22
ES 9.50+0.16 13.60+0.40
EO 7.40+0.212 9.40+0.242
SO 7.50+0.122 9.944+0.252
ESO 7.60+0.142 10.08+0.402

p p<0.001 p<0.001

X2 38.405 38,792

Grup ismi kisaltmalar1: K: kontrol, E: epirubisin, S: siklofosfamid, ES: epirubisin+siklofosfamid, EO:
epirubisin+ oleuropein, SO: siklofosfamid+oleuropein, ESO: epirubisin+siklofosfamid+oleuropein.
Gruplararast karsilastirmalar kontrol grubu ile diger tim gruplar arasinda ve salt antineoplastik
uygulanan gruplar ile antineoplastiktoleuropein uygulanan karsiliklar1 (E-EO, S-SO ve ES-ESO)
arasinda yapilmistir. Ayni siitunda yer alan ayni iist karakter harflere sahip degerler arasinda istatistiksel
anlamlilik bulunmamaktadir.
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5. TARTISMA

Antioksidan bilesikler ge¢mise kiyasla glinlimiizde daha sik karsilasilmaya baslanan
kanser hastaligimin tedavisinde kullanilan ¢esitli ilaglarin yikici yan etkilerine karsi
gosterdikleri koruyucu etkileri nedeniyle arastirmacilar tarafindan son yillarda yogun olarak
arastirtlmaktadir (Chikara ve ark, 2018). Calismamizda meme tiimérlerinin sagaltiminda
kullanilan epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon tedavisine bagli toksik etkilerin
azaltilmasinda oleuropeinin etkinligi saglikli disi ratlar kullanilarak aragtirilmistir. Epirubisin
ve siklofosfamid kombinasyon tedavisi sirasinda meydana gelen kusma, istahsizlik, anoreksi
ve notropeni gibi yan etkilere bagli kilo kaybi sik karsilagilan bir durumdur (Ejlertsen, 2016).
Arastirmamizda ES grubunda kilo kaybi goriilirken, ESO grubunda saglikli kontrol grubuna
yakin bir agirlik artisi tespit edilmistir. Bu durum oleuropeinin kombinasyon tedavisi sirasinda
gorillen yan etkiler nedeniyle meydana gelebilecek kilo kaybini oOnlemede yardimci
olabilecegine isaret etmektedir. Erkek Wistar ratlarla yapilan bir calismada sekiz hafta siiresince
yagh diyetle beslenen ve gavajla 50 mg/kg oleuropein verilen grubun yine yagh diyetle
beslenen ancak oleuropein verilmeyen gruba gore daha az kilo aldig1 (p<0.05) belirtilmistir.
Oleuropein uygulanan ratlardaki kilo artisinin standart rat diyeti uygulanan grupla benzer
(p>0.05) oldugu bildirilmistir (Hadrich ve ark, 2016). Swiss albino erkek ratlara bisfenol A
(BPA) ve oleuropein uygulanarak gercgeklestirilen bir bagka ¢alismada ise oleuropein+BPA
verilen grupta yalniz BPA verilen gruba gore anlamli derecede (p<0.05) daha az kilo alimi
oldugu belirtilmistir (Mahmoudi ve ark, 2018). Arastirmamizdan ve diger ¢alismalardan elde
edilen sonuglar goz Oniline alindiginda oleuropein uygulamasinin her durumda kilo
kaybedilmesine neden olan bir bilesik olmaktan ziyade kilo kayb1 veya alimi tizerindeki ¢esitli

mekanizmalar lizerinde diizenleyici bir rol oynadig: diisiiniilmiistiir.

Rat lenfositlerinin DNA’larinda oksidatif stres kaynakli hasarin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen comet analizi sonuglart kombinasyon kemoterapisi nedeniyle olusabilecek
DNA hasarin1 azaltmada oleuropeinin faydali olabilecegini gostermektedir. Yapilan literatiir
taramasinda oleuropein, epirubisin ve siklofosfamidin gciiniin birlikte veya ikili
kombinasyonlar halinde uygulandigi herhangi bir insan veya hayvan g¢alismasinda comet

analizi ile ilgili veriye rastlanilmamistir. Bu nedenle elde edilen veriler gesitli zeytinyagi ve
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zeytin (yaprak, meyve, 6glitme atik suyu) ekstreleri ile hidroksitirozoliin farelerde ve gesitli

insan hiicre tiplerinde gergeklestirilen comet analizlerinin sonuglari ile karsilagtirilmistir.

2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin ile oksidatif stres olusturulan insan periferal
mononiikleer kan hiicrelerinde hidroksitrozoliin etkilerinin comet yontemi ile arastirildig: bir
calismada hidroksitrozoliin giiglii antioksidan aktivite gostererek oksidatif hasar seviyesini
azalttigr bildirilmistir (llavarasi ve ark, 2011). Ayni arastirmaci ve ekibinin hidroksitrozol
yerine zeytinyagi kullanarak tekrarladigi arastirmada zeytinyaginin da dioksin toksisitesine
kars1t DNA hasari 6nleyici etkisi oldugu saptanmistir (llavarasi ve ark, 2014). H>O: ile oksidatif
stres indiiklenen insan periferal mononiikleer kan hiicrelerinde hidroksitrozol uygulanan diger
bir comet analizi ¢alismasi sonucunda, hidroksitrozoliin oksidatif hasar seviyesini kontrol
grubuna yakin seviyede azalttigi bildirilmistir (Rosignoli ve ark, 2016). Balb/c farelere 40 ve
80 mg/kg dozlarda hidroksitirozol 6n uygulamasinin ardindan i.p. lipopolisakkarit uygulanarak
oksidatif stresin indiiklendigi bir bagka ¢alismada hidroksitrozoliin plazmanin antioksidan
kapasitesini arttirdigt ve lipopolisakkarit kaynakli oksidatif strese bagli hasar1 Onledigi
belirtilmistir (Fuccelli ve ark, 2018). 1,3-butadien ve stiren-7,8-oksit uygulamasi yoluyla
oksidatif stres olusturulan, ardindan 1 pg/ml total fenolik madde konsantrasyonuna sahip
zeytinyagi uygulanan insan periferal mononiikleer kan hiicrelerinde gergeklestirilen comet
analizi sonucunda zeytinyaginin 1,3-butadien ve stiren-7,8-oksit kaynakli oksidatif hasari
azalttig1 gosterilmistir (Fuccelli ve ark, 2014). Zeytin yapragi, zeytin meyvesi, zeytinyagi ve
zeytin degirmeni atik suyu ekstrelerinin insan T lenfosit hiicrelerinde H>O> ile indiiklenen
oksidatif strese karsi etkinliklerinin incelendigi bir ¢aligmada ozellikle zeytinyagi ve zeytin
degirmeni atik suyunun H20O: ile indiiklenen oksidatif strese bagli hasar1 azaltmada oldukca
basarili oldugu bildirilmistir. Ancak, konsantrasyonlarinin 100 pg/ml’nin iizerine ¢iktig1 ve
ortamda H20> bulunmadig: sartlarda bu maddelerin kendilerinin de DNA hasarina neden
olabildigi belirtilmistir. Zeytin yapragi ve meyvelerinin de DNA hasarina karsi koruyucu
etkilerinin oldugu, ayrica; zeytinyagi-zeytin atik suyu Orneginde oldugu gibi ortamda tek
baslarina bulunduklari durumlarda kendilerinin de DNA hasar1 yapabildikleri bildirilmistir
(Nousis ve ark, 2005). Oleuropeince zengin kuru zeytin yapragi ekstresinin H202 ve L-Tiroksin
araciligi ile olusturulan oksidatif stres kaynakli DNA hasarina karsi etkinliginin comet yontemi
ile arastirildig1 bir ¢alismada oksidatif stresin indiiklenmesinin hem oncesi hem de sonrasinda
uygulanan zeytin yapragi ekstrelerinin her iki durumda da DNA hasarin1 6nemli derecede
azalttigr belirtilmistir (Topalovi¢ ve ark, 2015). Zeytin meyvesi, zeytin yapragi ve

zeytinyagindan elde edilen c¢esitli fenolik ekstrelerin her {igiiniin de 2-amino-1-metil-6-

69



fenilimidazo[4,5-b]pridin, 2-amino-3- metil -3H-imidazo[4,5-f]kinolin, 2-amino-3,8-
dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin ve 2-amino-3,4,8-trimetil-3H-imidazo[4,5-f] kinoksalin gibi
cesitli toksik ajanlar kullanilarak oksidatif stres yaratilan insan periferal mononiikleer kan
hiicrelerinde gerceklestirilen comet analizi ¢alismalarinda her {i¢ fenolik ekstrenin de diizenli
sizma zeytinyagi tiikketimi ile insan dokularinda kolayca ulasilabilen diisiik konsantrasyonlarda
(0.1 — 1.0 uM fenolik bilesik) DNA hasar1 onleyici etki gosterdigi bildirilmistir (Fuccelli ve
ark, 2018).

Calismalarin sonuglarindan anlasildig1 lizere degisik miktarlarda oleuropein igeren
cesitli zeytin tirlini ekstreleri (yaprak, meyve, degirmen atik suyu ve zeytinyagi) pek ¢ok farkli
oksidatif stres indiikleyicisi bilesige karsi oksidatif hasar1 azaltmada basarili olmusglardir.
Ancak, yiiksek saflikta oleuropeinin kullanildigi caligmamizda EO ve SO gruplarinda E ve S
gruplarina gore anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05). Diger yandan DNA hasar
seviyesinin daha fazla oldugu kombinasyon tedavisi grubunda (ES) oleuropein uygulamasi
(ESO grubu) oksidatif hasar diizeyini anlamli derecede azaltmistir (p<0.05). Bu durum
kullanilan oleuropeinin dozu veya uygulama sikligi (150 mg/kg/hafta) ile ilgili olabilecegi gibi,
yukarida da agiklandig izere iki ilacin birlikte uygulanmasinin, ayri ayri uygulandiginda yol
actiklart DNA hasar1 toplaminin iki katindan daha fazla hasara yol agmasi nedeniyle olusmasi

da muhtemeldir.

Deney gruplarina ait kalp, bobrek ve karaciger dokularindaki antioksidan/oksidan
parametrelerden (Tablo 14) GSH ve MDA analizleri sonuglarina gore oleuropeinin kalp
dokusunda epirubisin ve siklofosfamid ile indiikklenen oksidatif strese karsi koruma saglayarak
hiicresel hasar1 Onleyici etki gosterdigi saptanmustir. Kalp dokusunda gerceklestirilen
antioksidan/oksidan parametrelerin analiz sonuglari genel olarak degerlendirildiginde
oleuropein uygulamasinin oksidatif hasar {riinlerinin azalmasma yol ac¢tigimi ve diger

antioksidan parametrelerde artisa yol agtigin1 sdylemek miimkiindiir.

Bobrek dokusunda epirubisin ve siklofosfamid araciligi ile indiiklenen oksidatif strese
kars1 oleuropein uygulamasi SOD ve CAT seviyelerinde artisa yol agmis ve saglikli kontrol
grubu ile esdeger seviyelere getirmistir. Epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon tedavisinde
oleuropein uygulamasi bobrek dokusunda antioksidan enzimlerin miktarinda artisa yol agmakla
birlikte bir oksidatif hasar belirteci olan MDA miktarin1 6nemli Glgiide azaltarak oksidatif

hasara kars1 hiicre koruyucu 6zellik gostermektedir.
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Epirubisin ve siklofosfamid araciligi ile indiiklenen oksidatif strese karsi oleuropein
uygulamasi karaciger dokusunda genel olarak c¢ogu parametrede kontrol grubuna benzer
seviyelerde antioksidan kapasiteyi arttirmis, oksidatif stres ve bozunma iiriinleri miktarinda da
azalmaya yol agmistir. Diger taraftan kalp ve bobrek dokularindan farkli olarak SOD, GSH ve
CAT miktarlarinin karacigerde oleuropein uygulanan tiim gruplarda kontrol grubundan dahi
fazla c¢ikmis olmasi belirtilmesi gereken oOnemli bir durumdur. Oleuropeinin ¢esitli
indiikleyiciler araciligi ile olusturulan oksidatif stres modelleri lizerinde meydana getirdigi
degisiklikler son yillarda bilim insanlarmin iizerinde durdugu bir konudur. Ilerleyen kisimlarda
calismamiz1 ilgilendiren oksidatif stres parametrelerinin degerlendirildigi bazi giincel

calismalarin detaylar1 ve bunlarin ¢alisma sonuglarimizla genel karsilagtirilmasi yer almaktadir.

Erkek Wistar ratlarda oral gavaj yoluyla 10 giin boyunca 30 mg/kg oleuropein verilen
ve besinci giin 200 mg/kg tek doz siklofosfamid araciligi ile hepatotoksisite olusturulan bir
calismada yalniz siklofosfamid uygulanan grupta MDA miktarinda yiikselme goriiliirken GSH
SOD ve CAT seviyelerinde azalma oldugu; diger taraftan yalniz oleuropein ve siklofosfamid-
oleuropein uygulanan gruplarda ise MDA miktarina azalma, GSH, SOD ve CAT seviyelerinde
ise artis oldugu bildirilmistir (Sherif ve ark, 2018). Diger bir arastirmada erkek Wistar ratlara
oral gavajla otuz giin siiresince 15 mg/kg deltametrin ve 30 mg/kg oleuropein uygulanarak
karaciger ve bdobrekler iizerindeki olasit etkiler incelenmistir. Oleuropeintdeltametrin
uygulanan grupta yalniz deltametrin uygulanan gruba gére SOD ve CAT seviyelerinde anlamli
oranda artig saptandig; oleuropeinin deltametrin toksisitesinde karaciger ve bobrek koruyucu
etkileri nedeniyle kullanilabilecek dogal bir bilesik oldugu bildirilmistir (Maalej ve ark, 2017).
Diger bir c¢alismada erkek Sprague-Dawley ratlarda diyabet ve hipertansiyon modeli
olusturularak 20, 40, 60 mg/kg gibi farkli dozlarda oleuropein uygulayarak oksidatif stres
parametreleri incelenmistir. Buna goére oleuropein uygulanan tiim gruplarda yalnizca
diyabet+hipertansiyon modeli olusturulan gruba gore SOD miktarlarinda artis ve MDA
seviyelerinde ise 6nemli bir azalma oldugu; uygulanan oleuropeinin dozu arttik¢a koruyucu
etkilere ait degerlerin de arttig1 bildirilmistir (Khalili ve ark, 2017). Erkek Sprague-Dawley
ratlarla gergeklestirilen farkli bir aragtirmada, beynin hipokampal alaninda propofol, ketamin
ve ksilazin gibi anestezik ajanlarla indiiklenen oksidatif strese kars1 oleuropeinin antioksidan
etkileri on giin siire ile 15 mg/kg dozda oral yolla 6n tedavi uygulanarak degerlendirilmistir. On
tedavinin ardindan anestezik uygulanan ratlarda oleuropein 6n tedavisi alanlarda, almayanlara
gore lipid peroksidasyonun azaldigi ve bellegin giiclendigi belirlenmistir. Oleuropein &n

tedavisi uygulanan gruplarda uygulanmayanlara gore SOD ve CAT aktivitesinde artig
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bulundugu ve oleuropein tedavisinin anesteziklere bagli olarak olusan oksidatif stresi azaltarak
kognitif fonksiyonlarda iyilesme sagladig bildirilmistir (Alirezaei ve ark, 2017). Yetiskin erkek
Sprague-Dawley ratlarda on giin siiresince 1 ml etanol uygulanarak indiiklenen gastrik hasar
modelinde oleuropeinin (6, 12 ve 18 mg/kg/giin) etkilerinin ranitidinle (50 mg/kg) kiyaslandigi
bir ¢calismada 12 ve 18 mg dozlarinda oleuropein verilen gruplarin 6 mg verilen gruba gore daha
belirgin lilser inhibisyon indeksine sahip oldugu belirtilmistir. Oleuropein verilen tiim gruplarda
SOD ve CAT seviyelerinin yalniz etanol uygulanan ratlara gére 6nemli oranda yiiksek oldugu
ancak ranitidin verilen gruba gore de yiiksek olmakla birlikte anlamli bir fazlalik bulunmadigi
saptanmigtir. Calisma sonucunda oleuropeinin etanolle indiiklenen gastrik hasara karst

antioksidan etkileri ile fayda saglayabilecegi bildirilmistir (Alirezaei ve ark, 2012).

Isvigre susu gebe ratlarda 21 giin siireyle intra muskuler yolla 250 mg/kg BPA
uygulanarak oksidatif stres modeli olusturulan bir arastirmada; dogumdan itibaren igme suyu
araciligi ile 500 mg/kg/giin oleuropein verilmesinin ardindan dogumu izleyen 21. giinde ratlar
ve yavrulari sakrifiye edilerek c¢esitli antioksidan parametreler analiz edilmistir. Buna gore
BPA’nin karaciger ve bobrek dokularinda kontrol grubuna gore total antioksidan kapasiteyi ve
CAT seviyesini 6nemli oranda azalltigi, MDA seviyesini ise arttirdigi belirtilmistir. Diger
taraftan BPA+oleuropein uygulanan grupta ise total antioksidan kapasitede ve CAT seviyesinde
anlamli oranda artis oldugu, MDA miktarinda ise azalma oldugu saptanmistir. Calisma
sonucunda oleuropeinin BPA ile olusturulan toksisiteye kars1 karaciger ve bobrek iizerinde
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Mahmoudi ve ark, 2015). Ayni aragtirmacinin 60 giin
stire ile uygulanan BPA (10 mg/kg/giin i.p.) toksisitesine karsi, oleuropeinin (16 mg/kg p.o.)
etkilerini erkek Isvicre susu ratlarda arastirdigi diger bir calismasinda oleuropein
uygulamasinin lipid peroksidasyon iiriinlerinin miktarini azalttigi, SOD ve CAT seviyelerinde

ise artisa neden olarak hepatoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Mahmoudi ve ark, 2018).

Erkek Sprague-Dawley ratlarda oral gavajla 10, 20 ve 30 mg/kg oleuropein uygulanan
ve yedi giinliik 6n tedavinin ardindan akut miyokard infarktiis modeli olusturulan bir calismada
oleuropein 6n tedavisi uygulanan gruplarda uygulanmayanlara gére SOD seviyelerinde artis ve
MDA miktarlarinda azalma oldugu belirtilmistir. Oleuropein 6n tedavisinin proinflamatuar
stokinlerin salintmin1 ve oksidatif stresi azaltarak miyokard infarktiise bagh kalp yetmezligini
onledigi bildirilmistir (Janahmadi ve ark, 2015). Ayn1 aragtirma ekibinin diger bir ¢aligmasinda
sol koroner arterlerin kalici ligasyonu ile kalp yetmezligi indiiklenen erkek Sprague-Dawley

ratlarda 5, 10 ve 20 mg/kg gibi farkli dozlarda verilen oleuropeinin kalp {izerindeki etkileri
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aragtirtlmistir. Calisma sonucunda 10 ve 20 mg/kg oleuropeinin kalp dokusunda SOD
seviyesini arttirmak ve MDA diizeyini diislirmek suretiyle anitoksidan ve antiinflamatuar etki

gostererek kalp yetmezligine karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Janahmadi ve ark,
2016).

Yukarida detaylari aktarilan ¢aligmalarin sonuglarinda genel olarak karaciger, bobrek,
kalp, beyin ve mide organlarinda yaratilan oksidatif hasar modellerinde 10-30 mg/kg/giin doz
araliginda oleuropein uygulamalarinin dozla dogru orantili olarak MDA seviyesini azaltmak;
ayrica SOD, CAT ve GSH seviyelerini arttirmak suretiyle oksidatif stresi azaltarak hiicresel
hasara kars1 koruma sagladigi anlagilmaktadir. Calismamizda da 150 mg/kg/hafta dozunda (i.p.)
uygulanan oleuropeinin karaciger, bobrekler ve kalp iizerinde benzer etkiler gdsterdigi
belirlenmistir. Bu bilgilere gore arastirmamizin sonugclari ile yukarida tartisilan ¢alismalarin

sonuglarmin birbiri ile uygunluk gosterdigi goriilmektedir.

Kemik iligi baskilanmas1 sonucu olusan anemi, ndtropeni ve 16kopeni gibi yan etkiler
arastirmada kullanilan her iki antineoplastik ilacin da ortak yan etkileri arasinda yer
almaktadirlar. Hemogram testi, antitiimoral tedavide sik karsilasilan bu yan etkilerin takibinde
siklikla bagvurulan bir yontemdir (Zhu ve ark, 2016). Tablo 15’de sunulan hemogram
analizinden elde edilen sonuglar oleuropein uygulamasinin epirubisin ve siklofosfamid
kombinasyon sagaltimi sirasinda goriilen nétropeni ve anemi gibi 6nemli yan etkilere karsi
fayda saglayabilecegini gostermektedir. Yapilan literatiir taramasinda epirubisin veya
siklofosfamide bagli toksisitede oleuropeinin etkinliginin hemogram analizi y6niinden
arastirildigl bir calismaya rastlanilmamistir. Ayrica, ¢calismamiza konu olan antineoplastikler
haricinde diger ksenobiyotiklerle oleuropein ve diger zeytin iirlinlerinin (yaprak, meyve,
zeytinyagl ve zeytin degirmeni atik suyu ekstreleri) hemogram parametrelerinde meydana
getirdigi degisiklikler bakimindan incelendigi ¢alisma sayist da son derece kisithidir. Bir
caligmada erkek Sprague-Dawley ratlara sisplatin (7 mg/kg tek doz) araciligi ile hematolojik
toksisite olusturulmus ve ¢ giin siire ile 50, 100 ve 200 mg/giin dozlarinda oleuropein
uygulanarak, gelisen etkiler degerlendirilmistir. Sonuglara gore 50 mg/kg dozunda RBC, HGB,
HCT, MCV, MCH ve MCHC parametrelerinde toksisitenin azaldigina dair pozitif etki
goriilmedigi ancak, 100 ve 200 mg/kg dozlarda bu olumlu etkilerin gézlendigi ve hematolojik
degerlerin kontrol grubu seviyelerine yiikseldigi belirtilmistir. Calismada ayrica 100 mg/kg ve
200 mg/kg dozlar1 arasinda gozlenen etkiler bakimimdan &nemli bir farklilik bulunmadigi

bildirilmistir (Geyikoglu ve ark, 2017). Toksisite olusturmada kullanilan ajanlar ile uygulanan
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oleuropein dozlar1 ve siireleri birbiri ile farkli olmasina ragmen bu ¢alismanin ve aragtirmamizin
hemogram sonuglart birbiri ile paralellik gostermektedir. Diger taraftan Geyikoglu ve ark.
(2017) ¢alismasinda sisplatin araciligi ile bozulan hematolojik parametrelerin diizeltilmesinde
50 mg/kg/glin doz etkisiz bulunurken 100 mg/kg/giin dozun yeterli oldugu bildirilmistir. Ancak,
calismamizda farkli ilag kombinasyonlari yoluyla olusturulan hematolojik toksikasyonda 150
mg/kg/hafta dozun da 6nemli 6lglide yararli etkinlik gosterdigi saptanmistir. Calismamizdan
elde edilen sonuglar, oleuropeinin epirubisin ve siklofosfamide bagli toksisitenin en 6nemli
etkilerinden biri olan kemik iligi baskilanmasina bagli olarak goriilen anemi, noétropeni ve
trombositopeni gibi tedavinin gidisatin1 etkileyebilecek yan etkilerin azaltilmasinda etkin bir

rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

Biyokimyasal analiz sonuglarina gore (Tablo 16) iire, GGT, direkt biluribin ve CK
parametrelerinde gruplar arasinda anlamli fark olmadigi belirlenmistir (p>0.05). Diger taraftan
karaciger hasarinin 6nemli biyokimyasal gostergeleri olan AST ve ALT degerlerinin, yalniz
antineoplastik ilag verilen gruplarda 6nemli oranda bozuldugu; oleuropein uygulanan gruplarda
ise bu degerlerin saglikli konrtol grubu ile benzer seviyelere geldigi belirlenmistir (p>0.05). Bu
sonuglar, oleuropeinin epirubisin ve siklofosfamide bagli karaciger toksisitenin azaltilmasinda

fayda saglayabilecegini gostermektedir.

Urik asit yiiksekligi cesitli karaciger ve bobrek hasarlarinin énemli bir belirtecidir
(Kataoka ve ark, 2015; Romi ve ark, 2017). Calismada {irik asit seviyelerinin yalniz
antineoplastik ilag uygulanan gruplarda arttigi, oleuropein uygulamasinin ise bu degerleri
azaltabildigi ancak saglikli kontrol grubuna yakin degerlere kadar indiremedigi belirlenmistir
(p<0.05). Oleuropeinin iirik asit degerlerini saglikli kontrol grubuna yakin seviyeye kadar
indirememis olmasinin nedeninin ¢alismada kullanilan dozla iliskili olmasi muhtemeldir.
Istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilememesine karsin iirik asit parametresi acisindan elde
edilen veriler, oleuropeinin epirubisin ve siklofosfamide bagli karaciger ve bobrek hasarlarinin

azaltilmasinda yararli olabilecegini gostermektedir.

Artmis miyokard infarktiis riski epirubisin gibi antrasiklin tlirevi ilaglarin 6nemli bir yan
etkisidir (Ejlertsen, 2016). CK-MB miyokard infarktiis riskinin belirlenmesi ve takibinde
kullanilan 6nemli bir biyokimyasal belirtegtir (Fan ve ark, 2017). Caligmamizda kalp hasarinin
onemli bir gostergesi olan CK-MB seviyeleri agisindan kontrol grubu ile diger gruplar arasinda

onemli farkliliklar (p<0.05) bulundugu belirlenmistir. Diger taraftan CK-MB seviyesi agisindan
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E ile EO ve S ile SO arasinda birbiri ile zit sonuglar elde edilirken, ES ve ESO gruplar1 arasinda
ise anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Biyokimyasal analiz degerleri sonucunda
calismada uygulanan oleuropeinin (150 mg/kg/hafta) karaciger hasarim1 azaltmakta basarili
oldugu, bobrekler ve kalp tizerinde ise gesitli parametrelerde kismi faydalar saglamakla birlikte
biyokimyasal parametrelerin tiimii bir biitiin olarak goéz oniine alindiginda basarili oldugu
belirlenmistir. Ilerleyen paragraflarda gesitli benzer ¢aligmalardan elde edilen sonuglara ve

calismamizdan elde edilen sonuglarla karsilastirmasina yer verilmistir.

Erkek Sprague-Dawley ratlarda diyabet modeli olusturularak oleuropeinin etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada renal fonksiyonun serumdaki belirtecleri olan iire ve kreatinin
seviyelerinin diyabetik ratlarda saglikli kontrol grubuna gore dnemli derecede yiiksek oldugu
saptanmistir. Diyabetik ratlarda oleuropein uygulamasi serum {iire seviyesini oleuropein
uygulanmayan diyabetik gruba goére 6nemli oranda diisiiriirken, kreatinin seviyesinde de hafif
bir azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Calisma sonucunda oleuropeinin diyabetik hastalarda
bobrek hasarinin 6nlenmesinde faydali olabilecegi bildirilmistir (Ahmadvand ve ark, 2017).
Oleuropeinin etkinligi erkek C57BL/6 farelerde yagca zengin diyetle beslenerek hepatosteatoz
progresyonuyla hepatik fibrozisin indiiklendigi bir baska calismada arastirilmistir. Caligma
sonucunda diyetle birlikte yem aracilig1 ile oleuropein verilen grupta verilmeyenlere gére ALT
ve AST degerlerinin kontrol grubu seviyelerine distiigii; oleuropeinin non-alkolik
hepatosteatozda ve hepatik fibroziste farmakolojik agidan fayda saglayabilecek bir ajan
olabilecegi bildirilmistir (Kim ve ark, 2014). Isvigre susu disi ratlarda BPA ile olusturulan
toksisitede oleuropeinin etkilerinin degerlendirildigi ve detaylar1 onceki boliimlerde aktarilan
diger bir aragtirmada ise BPA uygulamasinin rat AST, ALT, iire ve kreatinin degerlerini kontrol
grubuna gore arttirdifi, BPA+oleuropein uygulanan gruplarda ise bu degerlerin kontrol

degerlerine yakin oldugu belirtilmistir (Mahmoudi ve ark, 2015).

Miyokardiyal disfonksiyon ve oksidatif stresin indiiklendigi erkek Wistar ratlardan elde
edilen izole kalp modelinde oleuropein uygulamasinin serum CK seviyesini hastalikli kontrol
grubuna gore azalttig1; oleuropeinin bu 6zelligi ile iskemik reperfiizyon hasarinda antioksidan
etkisi ile faydali olabilecek bir bilesik oldugu bildirilmistir (Esmailidehaj ve ark, 2016). Erkek
Sprague-Dawley ratlarda oral gavajla 10, 20 ve 30 mg/kg oleuropein uygulanan ve yedi giinliik
on tedavinin ardindan akut miyokard infarktiis modeli olusturulan bir baska caligmada
oleuropein 6n tedavisi uygulanan gruplarda uygulanmayan gruba gére CK-MB seviyesinde

azalma oldugu belirtilmistir. CK-MB seviyesindeki azalmanin doz artis1 ile dogru orantili
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oldugu belirtilerek oleuropein 6n tedavisinin miyokard infarktiise bagli kalp yetmezligini

onlemede fayda saglayabilecegi bildirilmistir (Janahmadi ve ark, 2015).

Calismalarin  sonuglarindan oleuropeinin karaciger, bdbrekler ve kalp {izerinde
antioksidan etkileri ile biyokimyasal parametreler lizerinde hasar azaltici etki gosterdigi
anlasilmaktadir. S6z konusu caligmalarla aragtirmamizdan elde edilen sonuglarin bir¢cogu
paralellik gostermektedir. Arastirmamizda CK-MB degerlerinden elde edilen g¢eliskili
sonuclarin Janahmadi ve arkadaglarinin (2015) calismasinda CK-MB seviyesindeki azalmanin
dozla dogru orantili oldugu sonucunu dogrulayan bir sonu¢ ¢ikmistir. Oleuropeinin daha
yiiksek dozlarda veya haftalik yerine giinliik doz araliklarinda kalp dokusu iizerindeki hasarla

iligkili olan parametrelerde iyilestirici etkisinin daha ¢ok ortaya ¢ikmasi olasidir.

IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin meme tiimorlerinin olusumunu ve
ilerlemesini arttirict yonde cesitli etkileri bulundugu bilinmektedir (Alokail ve ark, 2014;
Katanov ve ark, 2015; Deshmukh ve ark, 2015). Diger taraftan meme tiimdrlerinin sagaltiminda
kullanilan pek cok antineoplastik ajanin da gerek doku gerekse serum IL-6 ve TNF-a
seviyelerinde artisa neden olduklari ¢alismalarla gosterilmistir (Andreadou ve ark, 2014;
Poto¢njak ve ark, 2016; Ling ve ark, 2017; Fan ve ark, 2017). Ilerleyen kisimlarda hem
hastaligin etkisi ile hem de sagaltimda kullanilan ilaglar nedeniyle ekspresyonlar1 artan bu
proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri lizerine oleuropeinin yaptigi degisiklikleri konu alan
cesitli giincel ¢alismalarin sonuglarima ve bunlarin arastirmamizdan elde edilen verilerle

karsilastirilmasina yer verilmistir.

Iki hafta siire ile 18 mg/kg doksorubisinin alt1 esit dozda uygulanmasi ile olusturulan
toksisitede 14 giin boyunca 1.000 ve 2.000 mg/kg/giin i.p. uygulanan oleuropeinin etkilerinin
erkek Wistar ratlarda denendigi bir ¢calismada doksorubisintoleuropein uygulanan gruplarda
yalniz doksorubisin uygulanan gruplara gore IL-6 seviyesinde azalma oldugu saptanmistir.
Caligmada oleuropeinin kalp tizerinde doksorubisine bagli fonksiyonel ve histopatolojik toksik
etkileri 6nledigi bildirilmistir (Andreadou ve ark, 2014). Bir bagka ¢alismada erkek C57BL/6
farelerde dekstran sodyum siilfat araciligi ile kronik kolit olusturulmus ve oleuropeinin etkileri
degerlendirilmistir. Oral yoldan 56 giin siireyle 500 mg/kg/giin dozunda oleuropein uygulamasi
sonucunda kolon dokusunda yapilan analizlerde oleuropein uygulanan grupta uygulanmayan
gruba gore IL-1B ve IL-6 seviyelerinde azalma IL-10 seviyesinde ise artis gozlendigi

bildirilmistir (Giner ve ark, 2013). Oleuropeinin zebra baliklarinda lipopolisakkarit araciligi ile
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indiiklenen inflamasyonda etkilerinin arastirilldigi diger bir g¢alismada IL-1B ve IL-6
seviyelerinde azalmaya yol acarak inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir (Ryu ve ark, 2015).
Hipotalamus paraventrikiiler mikrodiseksiyonu ile hipertansiyon olusturulan erkek Wistar-
Kyoto ratlarda sekiz hafta siire ile oral yoldan 60 mg/kg/giin dozunda oleuropein uygulamasi
sonucu serum ve hipotalamus 6rneklerinde TNF-a ve IL-6 seviyelerinde kontrol grubuna gore
azalma oldugu belirtilmistir. Caligma sonucunda oleuropeinin hipotalamusun paraventrikiiler
niikleusunu mitokondrial fonksiyonlar1 gelistirmek suretiyle koruyabildigi bildirilmistir (Sun

ve ark, 2017).

Bir aragtirmada erkek Sprague-Dawley ratlar kulanilarak olusturulan siklofosfamid
kaynakli toksisitede oleuropeinin liroprotektif etkileri aragtirilmistir. Bu amagla on giin siire ile
oral gavajla 30 mg/kg/giin dozunda oleuropein verilen ratlara yedinci glinde i.p. 150 mg/kg
siklofosfamid verilerek etkiler degerlendirilmistir. Siklofosfamid verilmesini takiben kontrol
grubuna gore mesanede glutatyon ve katalaz seviyelerinin azaldigi; NO, TNF-a, VEGF ve
intraseliiler adezyon molekilii-1 seviyelerinin ise arttigi saptanmistir. Oleuropein verilen
gruplarda ise GSH ve CAT seviyelerindeki azalma miktarinin diistiigii; NO, TNF-a, VEGF ve
intraseliller adezyon molekiili-1 seviyelerinde ise Onemli oranda azalma saglandigi
belirtilmistir. Calisma sonucunda oleuropeinin siklofosfamid araciligi ile olusan hemorajik
sistite kars1 Uiroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Sherif ve ark, 2016). Erkek BALB/cN
farelerde 13 mg/kg (i.p.) tek doz sisplatin ile toksisite olusturulan bir ¢alismada sisplatin
enjeksiyonunun ardindan oral gavajla iki giin siire ile 5, 10 ve 20 mg/kg oleuropeinin etkileri
degerlendirilmistir. Uygulanan oleuropein dozuyla dogru orantili olarak bobrek dokusunda
niikleer faktor kappa B (NF-kB), p65, COX-2 ve TNF-a seviyelerinde azalma oldugu;
oleuropeininin sisplatin kaynakli bobrek toksisitesinin azaltilmasinda fayda saglayabilecegi
bildirilmistir (Poto¢njak ve ark, 2016). Disi Sprague-Dawley ratlarda 25 mg/kg indometazinle
indiiklenen gastrik iilser modelinde tek doz uygulanan oleuropeinin etkilerinin arastirildig bir
calismada uygulanan oleuropein dozu arttikga doku TNF-a seviyelerinde azalma meydana
geldigi belirtilmistir. 50 ve 100 mg/kg oleuropeinin belirgin koruyucu etkinlik géstermedigi;
diger taraftan 250 ve 500 mg/kg dozlarinda ise ranitidin grubuna gore 6nemli oranda (p<0.05)
koruyucu etkinlik kaydedildigi bildirilmistir (Kog¢ ve ark, 2018). Ayn1 arastirmaci tarafindan
erkek Sprague-Dawley ratlarda 25 mg/kg indometazinle indiiklenen nefrotoksisite modelinde
tek doz uygulanan 75, 150 ve 300 mg/kg oleuropeinin etkilerinin arastirildigi bir bagka
caligmada; Onceki aragtirmaya benzer sekilde uygulanan oleuropein dozu arttikga doku TNF-a

seviyelerinde gozlenenen azalma miktarinda da artis oldugu bildirilmistir (Kog ve ark, 2019).
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Oleuropeinin sitokin seviyeleri Tlizerinde yaptig1 degisiklikler cesitli beseri
calismalarin da konusunu teskil etmistir. Insan sinovial sarkom hiicrelerinde (SW982) IL-1B
araciligr ile indiiklenen inflamasyonda oleuropeinin etkilerini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen bir calismada; IL-1B uygulamasi sonrasinda artan IL-6 ve TNF-a seviyelerinin
50 ve 100 uM oleuropein uygulanan gruplarda azalma gosterdigi belirtilmistir (Castejon ve ark,
2017). Meme kanserli bireylerde cerrahi operasyon oncesi serum IL-6, IL-8 ve TNF-a
miktarlarinin degerlendirildigi bir baska calismada ise belirtilen proinflamatuar sitokinlerin
seviyelerinin kontrol grubuna gore onemli derecede yiliksek oldugu bildirilmistir. Calisma
sonucunda IL-6, IL-8 ve TNF-a seviyelerinin hastaligin evresi ve lenf nodu metastazlar ile
korelasyon gosterdigi; bu sitokinlerin prognostik kanser belirteci potansiyeli tasidigi

belirtilmistir (Ma ve ark, 2017)

Calismalarin sonuglarindan etkilerini oksidatif stresi indiiklemek suretiyle gosteren
cesitli bilesiklerin gerek serum gerekse doku IL-6 ve TNF-a seviyelerini arttirdigi; oral ya da
i.p. yolla uygulanan ¢esitli dozlarda oleuropeinin ise bu proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini
dozla dogru orantili olarak azaltabildigi goriilmektedir. Yukarida tartisilan ¢calismanin sonuglari
ile aragtirmamizdan elde edilen sonuglar birbiri ile uyumludur. Diger taraftan ¢aligmalarda
benzer sonuclar elde edilmesine ragmen uygulanan oleuropein dozlar1 ve uygulama yollarinin
birbirinden 6nemli farkliliklar igermesi lizerinde durulmasi gereken bir durumdur. Calismalarda
2.000 mg/kg/giin dozundan 10 mg/kg/giin dozuna kadar degisen genis doz araliklarinda
oleuropeinin IL-6 ve TNF-o seviyelerini benzer sekilde etkiledigi anlagilmaktadir.
Calismamizda kullanilan dozun da (150 mg/kg/hafta) serum sitokin seviyelerini saglikli kontrol
grubu seviyelerine tasidig1 géz oniine alindiginda IL-6 ve TNF-a seviyelerini saglikli denekler
seviyesine indirebilen asgari dozun belirlenmesine yonelik ¢aligmalara ihtiyag oldugu

sOylenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Timo6r sagalttiminda kullanilan antineoplastik ajanlarin yasami tehdit edebilecek
diizeyde c¢esitli yan etkileri bulunmaktadir. Yan etkilere bagli sikayetlerin azaltilmasi
sonucunda hastalarin yasam kalitelerinin arttirillmasi ve antitiiméral tedaviye uyumlarinin
saglanmasi miimkiindiir. Arastirmamizda kullanilan antineoplastik ajanlarin etkileri tiimore
0zgii olmayip yalnizca timorlii hiicrelerde degil saglikli hiicreler lizerinde de toksik etkiler
yaratmaktadir. Antioksidan maddelerin oksidatif stresi azaltarak DNA iizerinde koruyucu
etkinlik sagladigi cesitli ¢alismalarla gosterilmistir. DNA hasarmin antioksidan maddeler
yoluyla azaltilmasinin siddetli yan etkiler goriilen hastalarda bazi faydalar saglamasi
miimkiindiir. Diger taraftan antioksidan maddelerin antineoplastik ilaglardan beklenen terapotik
etkilerde azalmaya neden olma ihtimali de bulunmaktadir. Oleuropeinin antrasiklin tiirevi
bilesiklerin (epirubisin, doksorubisin vb.) antitiimoral etkinliginde azalma yapmadigina ve
bilesigin kendisinin de belli kosullarda ¢esitli mekanizmalar1 aktive etmek suretiyle apoptozisi
indiikkledigine dair O6nemli kanitlar bulunmaktadir. Calismada oleuropeinin lenfosit
DNA’larindaki hasar seviyesini azalttigi, TNF-ao ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin, ayrica
baz1 hemogram ve biyokimyasal parametrelerin miktarlarint saglikli kontrol grubu diizeylerine
indirdigi; kalp, bobrek ve karaciger dokularinda antioksidan madde (SOD, CAT, GSH)
miktarlarini arttirdigr; diger taraftan bir hiicresel bozunma {iriinii olan MDA seviyesinde ise
azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore oleuropeinin epirubisin ve
siklofosfamid ile indiiklenen toksisiteye karsi antioksidan etkileriyle koruyucu etkinlik
sagladig1 goriilmektedir. Calismamizda pek ¢ok parametre incelenmis ve bir¢gok énemli veri
elde edilmis olmasina ragmen meme tiimorlerinin patogenezi ve prognozunda rolii olan TNF-
a ve IL- 6 haricindeki IL-1B and IL-8 gibi diger serum proinflamatuar sitokinlerinin
seviyelerinin analiz edilememis olmasi ve dokularin immiinohistokimyasal incelemesinin
yapilmamasi ¢alismamizin kisitliliklarini olusturmaktadir. Arastirmanin belirlenen tek bir
oleuropein dozu ile yapilmasi ¢aligmanin bir diger kisitliligini olusturmaktadir. Aragtirmamizda
belirgin koruyucu etkinlik saptanmayan bazi parametrelerin daha iyi aydinlatilmasi amaciyla
daha farkli doz ve uygulama araliklarinda oleuropeinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalara

ithtiya¢ bulunmaktadir.
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Saw tA4583 1120017117
Proje Baghix : Ratlarda Epirubisin ve Siklofosfamid kombinasvon sasalummda

Oleuropein uygulamasimn etkileri.
Proje Yilriitiicisé  ; Selim SEKKIN
Proje EKibi : Metin Deniz KARAKO(

Bu caligmann highir béliimiinde:

insan embriyosu ve Stusu kullanimas:

insan embriyosu ve ftusu dokularmn kullanilmass

Diger insan dc:l\u ve hiicrelerinin kullaniimas)
Hayvan Caligmast  Ipsanlarda aragurma

Insan olmayan primatlarm kullanilmasi

Transgenik hayvanlarm kullantimasi

Havvanlarda penetik modifikasyon Sngliriimemigtir.

Bu gabymanin yapilmasinda etik agidan bir sakinea bulunmamaktadir

ST Prof. s SONMEZ

urhan

Naskan Yardimsis: Uye
A
hicd;
Prof. Dr, YiieefKOCA Dog. Dr, Evrim DERELI FIDAN
Uye Uye

[ loplantiva Katilmadi)
Yurdagiil ALTINBAS
Uve

Bu rapor, sadece Adnan Menderes [niversiies i nde yapilacak galismular igin gecarlidir

98



OZGECMIS

Soyadi, Ad1 : Karakog, Metin Deniz
Uyruk :T.C.
Dogum yeri ve tarihi : Elbistan, 13.09.1980
Telefon 102582639311
E-mail : metindeniz.karakoc@saglik.gov.tr
Yabana Dil - Ingilizce (YOKDIL 2017 Saglik Bilimleri: 87,50)
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi
Doktora Aydin Adnan Mf:nderes U_nV. S_?lg. Bil. 24.06.2019
Ens. Farmakoloji ve Toksikoloji
Y. ks Pamukkale_ _UnV. Sag. Bil. Ens. T1bbi 18.01.2015
Farmakoloji
Lisans Gazi Unv. Eczacilik Fakiiltesi 30.06.2003
BURSLAR ve ODULLER:

1. T.C.Saglik Bakanlig1 Iyi Hastane Eczacilig1 Proje Yarismasinda “Onkoloji Hastalarinda
Farmasdtik Bakim Faaliyetleri ve Onkoloji ilaglarmin Farmakoekonomik Ilkelere Gore

Temin edilerek Kullanilmasi ile Saglanan Kazanclar” baslikli calisma ile Tiirkiye 2.'ligi

(14.05.2014)

2. 15-18.02.2018 tarihlerinde Antalya’da gerceklestirilen Genglerle Onkolojiye Bakis
Kongresinde “Liyofilize Toz ve Konsantre Sivi Form Okzaliplatin Miistahzarlarinin

Maruziyet Siiresi ve Farmakoekonomik Bakimdan Karsilastirilmasi” ¢alismasi ile “En

Iyi Calisma Odiilii”
IS DENEYIMI
Yil Yer/Kurum Unvan
2004 Kibris Tiirk Barig Kuvvetleri Yedek Subay Eczaci
Komutanlig/KKTC
2005-2006 Cebeci Eczanesi Mamak/Ankara Eczaci
2007-Halen Denizli Devlet Hastanesi/Denizli Eczaci

99



AKADEMIK YAYINLAR

1. MAKALELER

Karako¢ MD. A cost saving and waste minimization study about handling of the antineoplastic
agents. Turkish Journal of Pharmaceutical Sciences 2017;14(3):304-310.

Karako¢ MD, Uyamk O. Bir kamu hastanesinde gorevli hemsirelerin akilci ilag kullanimi
konusundaki bilgi, tutum ve davranislarinin degerlendirilmesi. SDU Saghik Bilimleri Dergisi
2018;9(2):112-118.

Karako¢ MD, Yapar Taskoylii B. Occupational exposure reducing remedies in oncology
units. Eurasian Journal of Medicine and Oncology 2019;3(2):108-111.

2. PROJELER

Karako¢ MD, Kortunay S, Kara CO, Topuz B. Denizli ve yoresinde bas, boyun ve oral
kavite tiimorlii bireylerde CYP2E1 ve ALDH2 genetik polimorfizmlerinin hastaliga yatkinlikla

iliskilerinin incelenmesi, Yiksek Lisans Tezi, Denizli, 2014.

3. BILDIRILER

A) Uluslararasi Kongrelerde Yapilan Bildiriler

Karako¢ MD, Kortunay S, Koseler A, Kara CO, Topuz B. Frequencies of CYP2E1 and
ALDH?2 alleles and genotypes in Turkish head and neck cancer population, 7" European
Congress of Pharmacology. 26-30 June 2016, Istanbul, Turkey Poster no: 216.

Koseler A, Kortunay S, Karako¢ MD, Kara CO, Topuz B. Association with CYP2C9
polymorphism in head and neck cancer, 7" European Congress of Pharmacology. 26-30 June
2016, Istanbul, Turkey Poster no: 224.

Karako¢ MD, Yapar Taskoylii B. Exposure reducing remedies in cytotoxic drug preparation,
54" Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX 2018), 2-5 September
2018, Brussels, Belgium Poster no: P12-29.

100



B) Ulusal Kongrelerde Yapilan Bildiriler

Karako¢ MD. Antineoplastik ila¢ hazirlamada tibbi malzeme tasarrufu ve atik ilag miktarinin
azaltilmasi, 3. Ulusal Hastane ve Kurum Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 23-27 Mart 2016, Poster
no: B-15.

Karako¢ MD. Giivenli antineoplastik ila¢ hazirlama egitimi, 3. Ulusal Hastane ve Kurum
Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 23-27 Mart 2016, Poster no: B-16.

Karako¢ MD, Uyanik O. Bir kamu hastanesinde gorevli hemsirelerin akilcr ilag kullanimi
konusundaki davranislarinin hekim ve eczaci perspektiflerinden degerlendirilmesi, 4. Ulusal

Hastane ve Kurum Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 8-12 Mart 2017, Poster no: 4.

Karako¢ MD, Uyanik O, Demiray AG, Yapar Taskoylii B. Kanser kemoterapisine bagl
emezis kontroliinde intravendz kortikositeroidlerin rasyonel kullanimi, 4. Ulusal Hastane ve

Kurum Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 8-12 Mart 2017, Poster no: 12.

Karako¢ MD, Uyanik O. Sitotoksik ilag imha nedenlerinin tespiti, 4. Ulusal Hastane ve Kurum
Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 8-12 Mart 2017, Poster no: 21.

Karako¢ MD, Uyanik O. Liyofilize toz ve konsantre sivi form gemsitabin miistahzarlarinin
hazirlama siiresi ve farmakoekonomik agilardan karsilastirilmasi, 4. Ulusal Hastane ve Kurum
Eczacilar1 Kongresi, Mugla, 8-12 Mart 2017, Poster no: 23.

Karako¢ MD, Yapar Taskoylii B, Demiray AG. Liyofilize Toz ve Konsantre Sivi Form
Okzaliplatin ~ Miistahzarlarinin ~ Maruziyet Siiresi ve Farmakoekonomik Bakimdan
Karsilastirilmasi, Genglerle Onkolojiye Bakis Kongresi, Antalya, 15-18 Subat 2018, Sozel
Bildiri No: 33.

Karako¢ MD, Demiray AG, Yapar Taskoylii B. Intravendz antineoplastiklerin rasyonel
temini, Genglerle Onkolojiye Bakis Kongresi, Antalya, 15-18 Subat 2018, Poster No: 4.

Ak Sakalh E, Madencioglu D, Karako¢ MD. Kiimiilatif toksisite ve kiimiilatif doz takibi, 5.
Ulusal Hastane ve Kurum Eczacilar1 kongresi, Antalya, 07-11 Mart 2018, Poster No: 1.

101



Karako¢ MD, Koknar A, Ak Sakalli E. Kemoterapi hastalarinda akilci ilag uygulamasi
kazanimlari, 5. Ulusal Hastane ve Kurum Eczacilar1 kongresi, Antalya, 07-11 Mart 2018, Poster
No: 21.

Karako¢ MD, Koknar A. Pediatrik hastalarda ila¢ uygulama hatalarinin engellenmesi, 5.
Ulusal Hastane ve Kurum Eczacilar1 kongresi, Antalya, 07-11 Mart 2018, Poster No: 30.

Karako¢ MD, Koknar A. Geriatride akilcr ila¢ kullanimi, 5. Ulusal Hastane ve Kurum
Eczacilar1 kongresi, Antalya, 07-11 Mart 2018, Poster No: 33.

Karako¢ MD, Uyanmik O, Demiray AG, Yapar Taskoylii B. Kanser hastalarinda agiz ve dis
hastaliklar1 farkindaligi, 7. Tiirk Tibbi Onkoloji Kongresi, Antalya, 21-25 Mart 2018, Poster
no: EP-049.

Karako¢ MD, Uyanik O. Kanser hastalarinda tamamlayici ve alternatif tip kullanimi, 7. Tiirk
Tibbi Onkoloji Kongresi, Antalya, 21-25 Mart 2018, Poster no: EP- 100.

Yapar Taskoylii B, Demiray AG, Karako¢ MD, O¢ MA. Pertuzumab tedavisi ile tam yanit

alinan metastatik meme karsinomlu olgu, 7. Tiirk Tibbi Onkoloji Kongresi, Antalya, 21-25

Mart 2018, Poster no: EP-130.

102



