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OZET

Meme kanseri dinyada kadinlarda en sik gorilen ikinci kanserdir.
Gelismis lilkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir. Meme kanseri tedavisinde
kullanilan umut verici ilaglar arasinda bir camptothecin tirevi olan topotecan
(9- (dimetil amino) metil-10-hidroksi camptothecin) da yer almaktadir.
Topotecan’in sitotoksik etkisini topoizomeraz 1 enzimi ve DNA arasindaki
bagd! stabilize ederek yaptigi bilinmektedir. Reaktif oksijen turleri hiicresel
metabolizmanin potansiyel olarak tehlikeli Griinleridir. Codu neoplastik ajan
tumér hicrelerini apoptozis ile yok etmektedir. Bircok arastirmada sitotoksik
ilaglara maruz birakilan hiicrelerde oksidatif stres sonucunda hiicresel
degisimler bildiriimistir. Bazi sitotoksik ajanlar yapisal olarak birbirlerine
benzememelerine ve hicrede farkli hedefleri olmalarina ragmen reaktif
oksijen tirlerinin dizeylerini ylkseltmektedirler. Ancak topotecan’in heniiz
oksidatif strese yol agtiyini gésteren bir calisma yoktur.

Bu g¢alismanin amaci antikanser bir ila¢ olan topotecan’in MCF-7 hiicre
dizisinde antioksidan enzimler ve oksidatif stres {izerine etkisini arastirmaktir.
Bu degisikliklerin bilinmesi topotecan’in etki mekanizmas: igin alternatif bir yol
sunabilir. Bu amagla topotecan'a 24 saat maruz birakilmig MCF-7
hicrelerinde ve hi¢ ilag uygulanmamis kontrollerde: (1) Antioksidan
enzimlerden, siperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri; (2) Lipid peroksidasyonunun gdéstergesi
olarak MDA duzeyleri; (3) Oksidatif protein hasarinin goéstergesi olarak
karbonil dizeyleri; (4) Redukte glutatyon (GSH) diizeyleri ve (5) Sulfidril
diizeyleri incelenmistir.

Topotecan’a maruz birakiimis MCF-7 hiicrelerinde kontrollere gére lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile gésterilen oksidatif durum anlamb
olarak artarken (p<0.05) enzimatik olmayan antioksidanlar (GSH ve suffidril
diuzeyleri) anlamh olarak (p<0.05) azalmigtir. Siperoksit dismutaz
diizeylerinde anlamh olmayan (p>0.05), glutatyon peroksidaz ve katalaz
diizeylerinde ise anlamli (p<0.05) bir artig vardir.

Bu sonuglar, topotecan’a maruz kalan hiicrelerde reaktif oksijen
radikalleri olugtugunu goéstermektedir. Topotecan maruziyeti ile reaktif oksijen
radikallerinin olusumu topotecan’in hiicrelerdeki sitotoksik etki mekanizmasi
icin alternatif bir yol tegkil edebilir.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most common cancer among women in
developed countries. Topotecan, a new camptothecin analogue [9-(dimethyl
amino) methyl-10-hydroxy camptothecin], is giving hope in the treatment of
breast cancer. The cytotoxic activity of topotecan in human tumor cells
depends on the stabilization of topoisomerase 1 and DNA complex. Reactive
oxygen species (ROS) are cytotoxic products of normal cellular metabolism.
Many antineoplastic agents eliminate tumor cells by inducing programmed
cell death or apoptosis, and numerous investigations have documented the
cellular changes resulting from oxidative stress induced in cells following
exposure to cytotoxic drugs. Although some of cytotoxic agents have
different structures and targets, they increase the levels of ROS. However, it
has not been studied yet that topotecan causes oxidative stress in tumor
cells.

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

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

Meme kanseri dinyada kadinlarda en sik gorilen ikinci kanserdir.
Geligmis Ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1). Etiyolojisinde aile
hikayesi, ileri yag, uzun reproduktif evre, dogum yapmamis olmak, ilk gocuga
ileri yagta sahip olma, obezite, radyasyona maruz kalma, belirli iyi huylu
meme hastaliklarinin hikayesi, endustriyel kirlilik, erken menarj, ge¢
menapoz, yliksek serum ve idrar 6strojen seviyeleri gibi sebepler vardir (2,3).

Meme kanseri tedavisinde kullanilan umut verici ilaglar arasinda, bir
camptothecin tirevi olan topotecan (9- (dimetil amino) metil-10-hidroksi
camptothecin) da yer almaktadir. Camptothecin, nyssaceae ailesinden olan
camptotheca acuminata adli bitkiden izole edilmis olan bir bitki alkoloididir
(4,5). Camptothecin 1960’1 yillarda National Cancer Enstitlisi ilag kontrol
programinda timér hiicrelerine kargi aktif oldugu saptanmistir. Ancak ilacin
beklenmedik toksisiteleri ve faz 2’ deki sinirh etkisi nedeniyle ileri arastirmalar
yapillmis ve suda daha fazla eriyip daha az toksik olan topotecan, CPT-11
(irinotecan) gibi camptothecin analoglan Uretilmistir  (6). Camptothecin
turevleri olan CPT-11 ve topotecan topoizomeraz 1 inhibitorleridir.

Topotecan'in sitotoksik etkisini topoizomeraz 1 enzimi ve DNA
arasindaki bagi stabilize ederek yaptig bilinmektedir. Topoizomeraz 1 enzimi
DNA tek zincir tzerinde kirnk olusturup ¢ift zincirli sarmal DNA'y1 ¢6zerek
torsiyonal stresi azaltir. Bu gevseme reaksiyonu esnasinda topoizomeraz 1
enziminin 106. tirozin aminoasidi ile kiriimis DNA zincirine ait 3 fosforil grubu
arasinda kovalent bir bagd olusur ve protein-DNA capraz badi meydana gelir.
Topotecan, DNA zincir reaksiyonunu énleyerek bu kompleksi stabilize eder.
Stabilize olmus tglu kompleks ile replikasyon gatali arasindaki etkilesimler
sonucunda tek zincir kingr ¢ift zincir kingina déntserek hlicre 6lumine
neden olur (7).

Reaktif oksijen tirleri disik konsantrasyonlarda, hiicre bilyimesini
diizenleyen rediiksiyon-oksidasyon durumundaki sinyal transdiiksiyon yollari
ve blyime-farklilagma ile iligkili genlerin ekspresyonundaki degisimler igin
gereklidir. Ancak bu metabolitlerin agiri Gretimi hiicre bitinliga ve hayatiyeti
icin gerekli yapilarin okside olmasini ve hasara ugratiimasini iceren éliimciil
zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olur (8). Cogu timdér hicresi
normal hiicrelere gére artmis metabolizma oranina sahiptirler ve bu dogal
olarak reaktif oksijen tirlerinin artisina yol agar (1,9,10).
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Cogu neoplastik ajan timoér hiicrelerini apoptozis ile yok etmektedir. Birgok
aragtirmada sitotoksik ilaglara maruz birakilan hicrelerde oksidatif stres
sonucunda hicresel degisimler bildiriimistir. Bazi sitotoksik ajanlar yapisal
olarak birbirlerine benzememelerine ve hiicrede farkli hedefleri olmalarina
ragmen reaktif oksijen radikallerinin duzeylerini ylkseltmektedirler (2).
Doxorubicin, daunomycin, mitoxantrane, bleomycin ve cisplatin reaktif oksijen
radikalleri Ureterek oksidatif stresi tetiklemektedir. Kemoterapatik ilaglar
tarafindan reaktif oksijen radikallerinin Gretimi bu ilaglarin hem antitimér
etkilerini hem de bu ajanlarla iligkili organa spesifik etkilerini
glclendirmektedir (11).

Bu tezin amaci antikanser ilag¢ olan topotecan’in MCF-7 hiicre dizisinde
antioksidan enzimier ve oksidatif stres Uzerine etkisini arastirmaktir. Bu
degisikliklerin ve mekanizmalarin bilinmesi topotecan’in etki mekanizmasi
icin alternatif bir yol sunabilir. Daha 6nceki ¢alismalarda camptothecin’in
reaktif oksijen radikalleri Urettigi bildiriimistir. Ancak literatlrde topotecan ile
ilgili yapiimis bir galisma yoktur. Dider antikanser ilaglarla bu konuda yapilan
calismalar da sinirlidir. Topotecan’in hiicre iginde reaktif oksijen radikallerinin
olusumunu arttirdigini ve oksidatif strese yol ag¢tigi hipotezini incelemek igin
asagida belirtilen parametreler arastirildi; (1) Antioksidan enzim duzeyleri,
(superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz); (2) Lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olarak MDA duzeyleri; (3) Oksidatif protein
hasarinin gostergesi olarak karbonil dizeyleri; (4) Glutatyon duzeyleri; (5)
Sulfidril dizeyleri



GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Kanserinde Epidemiyoloji
Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik gorilen ikinci kanserdir.
Geligmis llkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1).

Tuam irklar igin, 1980 ile 1987 yillar arasinda meme kanseri insidansi her
yil %3.8 artig gbstermistir ve 1998 yilina kadar sabit bir insidans izlenmistir.
20 yasin altindaki kadinlarda I6semi, kanser Olimlerinin birinci siradaki
sebebidir. 20-59 yas aralijinda kadinlarda en fazla 6lime neden olan kanser
meme kanseri iken, 60 yas ve Uzerinde akciger kanserleri birinci sirayi
almaktadir. Kadinlarda meme kanserine bagl élimler 1989'dan 1995’e kadar
%1.6 oraninda azalmigtir. 1995’den bu yana kadar ise %3.4 oraninda azalma
gostermigtir. Yasa spesifik analizier meme kanseri mortalitesinin 75 yas
Uzerindeki Afrikali-Amerikali kadinlar disindaki  kadinlarda, tum vyas
gruplarinda, azalma goésterdigini tespit etmistir. Mortalitedeki bu azalma
6zellikle 50 yas altindaki hem beyaz hem de Afrikali-Amerikali kadinlarda
dikkati cekmistir (9).

Populasyon istatistiklerine gére yas bagimli meme kanseri mortalite
oranlan bir¢cok gelismis Ulkede azalmaktadir. 1990’larin baslarinda ilk ani
dismeler bildirilmigtir, 1990 ve 1996 yillari arasinda Ukrayna, Hollanda,
Kanada, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Isve¢ ve Fillandiya’da meme
kanseri mortalite oranlarinda %5-17'e kadar azalmalar rapor edilmigtir. 1990
yilindan 6nce bu Ulkelerde meme kanseri mortalite oranlari ya artmistir ya da
sabit kalmigtir. Pek ¢ok arastirmaci mevcut mortalite azalmasini mammografi
ile yapilan taramalara baglamistir (10).

Amerika Birlesik Devletlerinde total kadin populasyonunda meme
kanseri insidanst 1990'li yillar boyunca yaklagsik olarak ayni seviyede
kalmistir. Ancak geng kadinlarda bu insidans azalma géstermistir. 1990-1997
yillari arasinda kadinlarda izlenen meme kanserine bagl élimlerde azalma
oranlar ortalama %2.2 olarak belirlenmistir ve bu azalma 6zellikle beyaz ve
daha gen¢ kadinlarda tesbit edilmistir. ABD'de meme kanseri 40-59 yaglar
arasindaki kadinlarda kanser ©6lim sebeplerinin en bagta gelen
nedenlerinden birisidir. Ancak kanserden o6len kadinlarin sayisinda bir
azalma baglamistir. ABD'de meme kanserine bagl éliimler 43 844 6lumle en
cok 1995 yilinda izlenmistir. Giderek azalan 6lumler 1998'de 41 737'e
inmistir. Meme kanser insidansi 1979'dan 1992 yilina kadar her yil %1
oraninda artig gOstermistir. 1982'den 1987 yilina kadar ise her yil %4



oraninda artig géstermistir. 1987 yilindan 1996 yilina kadar ise meme kanser
insidansi sabit kalmistir (12).

Az ilerlemis meme kanserine sahip hastalarda erken teshis, geligmig
cerrahi teknikler ve daha etkili sistemik terapiler yasam kalitelerini ve hayatta
kalma surelerini arttirmistir. Ancak metastatik tumérlt hastalar hala gok két
prognoza sahiptirler ve hayatta kalma sureleri 2 yildan azdir. Metastaz! olan
hastalarda kemoterapi ve hormonal terapi tumériin kigllmesinde etkilidir.
Buna ragmen hayatta kalma slresi genellkle 6 aydan daha az
uzatilabilmektedir (7).

40 yasin altinda olan geng kadinlarda meme kanseri gérilme sikhg!
%5'den daha az olmasina ragmen gen¢ kadinlarda izlenen meme
prognozunun 40 yasin Ustindeki kadinlarda gelisen meme kanserinin
prognozundan ¢ok daha kétu oldugu gdésterilmisgtir (8).

2.1.2. Etiyoloji

Aile hikayesi, ileri yas, uzun reproduktif evre, dogum yapmamis olmak,
ilk gocuga ileri yasta sahip olma, obezite, radyasyona maruz kalma, belirli iyi
huylu meme hastaliklaninin hikayesi gibi durumlarda meme kanseri riski
artmigtir. Ayrica kolon, tiroid, endometriyum ve over karsinomunda
kadinlarda meme kanseri insidansi artmistir. Tek tarafli meme karsinomuna
sahip hastalarda saglam olan diger memede karsinom geligme riski gok daha
yuksektir (2).

Endustriyel kirlilik ve sigara dumani gibi gevresel faktérler meme kanseri
igin risk faktéri olarak tanimlanmistir. Erken menarj, ge¢ menapoz, yiksek
serum ve idrar &strojen seviyeleri, dusik seks hormon baglayici proteinler
viicutta serbest éstradiol seviyesini arttinirlar. Bu sekilde endojen ve eksojen
yollaria dstrojenin arttirilmasi meme kanseri igin dnemli bir risk faktérudar (3).

2.1.2.1. Aile Hikayesi

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



2.1.2.2. BRCA 1

Meme kanseriyle yakindan iligkili olan bu gen klonlanip sekanslanmisgtir.
Her 300 kadindan birinde BRCA 1 geni mevcuttur. Bu gene sahip kadinlarin
80’li yaglarda meme kanseri olma ihtimalleri %85 olup bu kadinlarin
yarisindan fazlasinin 50 yas éncesi meme kanseri olma ihtimalleri de ¢ok
ylksektir (1,14).

2.1.2.3. Hormonlar

» Endojen: Endojen olarak éstrojen tretiminin artmis oldugu durumlarda
meme kanseri riski artar. 11 yas veya altinda erken menarj ve 55 yas
ya da Ustiinde ge¢ menapoz, ileri yaglarda ilk hamileligin olmasi (30
yas Ustl), nulliparite (hic dogum yapmamis olmak), obez kadinlarda
adrenal kortekste Uretilen androstendioliin yag hicrelerince dstrojene
cevrilmesi ile dstrojen dizeyinde artiglar oimasi gibi durumlarda meme
kanseri riski artar (1,3,13).

e Eksojen: Dunya Saglk Orgiti'nin bir cok tlkede yapmis oldugu
calismalar sonucunda oral kontraseptif gibi eksojen kaynaklii
Ostrojenlerin (diinya ¢apinda 61 milyon kadin kullanmaktadir) meme
kanser riskini 3-5 kat artirdi§i tesbit edilmistir ve &strojen
preparatlarina progesteronlarin eklenmesi bu riski azaltmamaktadir
(1,3,13).

2.1.2.4. Sosyodemografik

Dider birgok kanserin tersine meme kanserleri disiik sosyal siniflardan
cok, yuksek sosyal siniftaki kadinlarda daha sik izlenmektedir. Yahudilerde,
Afrikali-Amerikali kadinlarda sik izlenirken, Asyali kadinlarda daha az
izlenmektedir (1,8,16,17).

2.1.2.5. Diyet
o Yag: Yuksek yagl diyetlerin meme kanseri riskini arttirdigi yapilan fare
deneylerinde tesbit edilmisti. Omega 6 poliansature yag asitleri,
linoleik asit meme kanser riskini arttirirken omega 3 yag asitleri meme
kanseri riskini azaltmaktadir (1,15,18).

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

o Diger gidasal komponentler: Bazi gidalarda bulunan heterosiklik
aminlerin karsinojenik etkileri varken, soya urlnlerinde bol miktarda
bulunan tofu gibi bitkisel éstrojenlerinin anti-karsinojenik etkileri tesbit
edilmistir ve Asyalilarda meme kanseri insidansinin disiik olmasi bu
gidanin fazla tiketiimesine baglanmaktadir (1,13).



2.1.2.6. Yagam Sekli

Egzersiz: Geng yasta yapilan egzersizin kadinlarda premenapozal ve
post menapozal meme kanseri riskini azalttigi bildiriimistir. Bu etkinin
hormonal mekanizmalarla oldugu duslnalmektedir. Cunkl egzersiz
menarj siresini uzatip ovulatuar menstirel siklus sayisini
azaltabilmektedir (1,13).

Alkol: Gunde 15 gr ve ustunde alkol tiiketen kadinlarda, alkol
kullanmayan kadinlara gére meme kanser riski %50 kadar daha
fazladir. Bu artisin alkoliin neden oldudu plazma &strojen ve Ostriol
seviyelerindeki ylikselmeye bagh oldugu distniimektedir (1,13).

Sigara: Sigara kullaniminin meme kanseri riskini hem arttirici hem de
azaltici 6zellige sahip oldugu bildiriimistir. Meme kanseri riskini azaltic
6zelliginin sigara icenlerde izlenen disiik plazma ve Uriner dstrojen
seviyesine , kanser riskini arttirici 6zellijinin ise sigara dumanindaki
oksidan ve karsinojen maddelere bagh oldugu dustnuimektedir (1).

Cevresel faktorler: Pestisitlerin meme kanserini arttirdii ve meme
kanserli hastalarin serum ve yad dokusunda bu kimyasallarin ylksek
olarak bulundugu yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (1).

Elektromanyetik alanlar: Ekolojik ve epidemiyolojik ¢alismalarda
elektromanyetik alanlarin etkileri arastiriimaktadir. Bazi ¢alismalarda
elektromanyetizmanin kanser riskini arttirdigi yéniinde sonuglar
alinmistir ancak hala bu iligki kesin olarak kanitlanamamustir (1).

lyonize radyasyon: Gégus bdlgesine alinan yiksek dozdaki iyonize
radyasyonun meme kanser riskini arttirdigi bilinmektedir. Ozellikle sik
sik radyografi ¢ektirmek zorunda olan akciger hastalikh, tiberkilozlu
hastalarda ya da radyoterapi alan kadinlarda meme kanseri gelisme
riski yukselmistir (1,13).

2.1.3. Klinik Bulgular

Meme kanserli kadinlarin %70'inde ilk bulgu memede bir kitlenin

varhgidir. Cogu kez kitle agrisizdir ve kadin tarafindan rastlanti sonucu
bulunur. Hastalarin %8-10'unda ise kitle agnhidir ve kadin memesini agri
nedeniyle yokladiginda ortaya ¢ikar (19,20).

Genelde kitle serttir, hareketsizdir; ancak etrafindaki meme dokusu ile

birlikte hareket eder. Fibroadenom gibi hareket edebilen kanserlerin oldugu
da akildan gikariimamalidir. Kitlenin sinirlari, ¢ogu kez, iyi tayin edilemez.
Bazen timér memede asimetri yaratabilir ya da gozle farkedilebilecek boyuta
ulasabilir (19).



Hastalarin %2 kadarinda ise kanser kendini tek tarafll meme bagi ve
areolada ekzamatiform lezyon, erozyon ya da llserasyon goérinimi ile
ortaya koyar. Meme baglari tahrise agik bdlgelerdir. O nedenle, meme
baglarinda bu tip lezyonlara rastlamak olagandir. Tahrisin neden oldugu bu
tip lezyonlar meme baslarini korumak ve inert bir pomad kullanmakla kisa
siirede iyilesir. Tedaviye ragmen iki haftada iyilesmeyen bu tip lezyonda
Paget hastaligi dustnllmelidir. Hastalarin %4’tinde ise kanser enflamasyon
bulgulari ile ortaya ¢ikar. Meme b{tlnd ile buyimustir, derisi kizarmigtir ve
odemlidir. Deri portakal kabugu (peau d’orange) gérinima almistir; deri iki
parmak arasinda hafifce sikilirsa portakal kabugu goérinimi ¢ok daha
belirginlesir. Agn olabilir ya da olmayabilir. Palpasyonda belirgin bir kitle
alinamaz ancak meme b{tini ile yodundur (8,14,20).

Memenin santral kadraninda yer alan tumérlerde meme basi igeri
cekilebilir (meme basi retraksiyonu), memenin Ust-dis kadraninda yer alan
timoérlerde bazen meme basi yukant ve disa dogru cekilir. Bu durum
memelerde ve meme baslarinda asimetrik bir gériinime yol acar. Meme
kanserli hastalarin ortalama %10'unda ilk belirti meme basi akintisidir.
Kanserin neden oldugu meme basi akintisi spontan, tek tarafli ve porustan
olup genellikle kanli, kanl-seréz ya da ser6z niteliktedir. Bu akintiya paipabil
bir kitle eslik edebilir ya da etmeyebilir (19,20,21).

Cooper baglarini infiltre eden timérlerde bu baglann kisalmasi ile timoér
Uzerindeki deri timoére dogru ¢ekilerek gébeklesme (deri retraksiyonu) olugur.
Deri retraksiyonu baslangi¢ta hasta normal durumda iken gérilmeyebilir;
ancak kollar yukariya kaldirildiginda ya da 6ne dogru egilindiginde ortaya
cikabilir. Mevcut, fakat normal pozisyonda ya da kollan yukari dogru
kaldirarak veya ©ne egilerek belirmeyen deri retraksiyonu kitle Gzerindeki
deriyi bas ve isaret parmagi arasinda sikistirarak ortaya ¢ikar. Memedeki her
kittede deri retraksiyonunun olup olmadigi mutlaka arastinimalidir. Deri
retraksiyonunun varligi memedeki kitlenin, ¢ok buylk olasilikla kanser
olacagina isaret eder (14,20,21).

Memenin lenf damarlarina giren tumér hicreleri zamanla meme derisinin
lenf damarlarina taginirlar. Bu tumoér hicreleri meme derisinin  lenf
damarlarinda tikanmaya neden olarak lenf akiminin yavaglamasina yol acar.
Lenf akimindaki yavaglama ise deri ve derialti dokusunun asin beslenmesine
neden olur; deri kalinlasir, kil foliktlleri iceri dogru ¢ekilmis gibi kalir ve bu
durum deriye portakal kabugu gériinimi (peou d’orange) kazandirir. Tamor
hiicrelerinin deri lenfatiklerini daha fazla tikamasi sonucu derinin beslenmesi
bozulur; deri kizarir eritem olusur, beslenmesi gittikce bozulan deride
Ulserasyon gelisir. Bazen meme derisi lenfatikleri igindeki tumér hicreleri
yandas (satellit) nodiller olusturabilir (14,20).

Meme kanseri seyrek de olsa kendini koltukaltinda lenf bezi biyimesi ya
da metastaz yaptigi organin kendine 6zel belirtileriyle ortaya koyabilir. BSyle



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

2.1.4. Tani Yontemleri

Genellikle hastanin kendisinin farkettidi bir kitle veya agri gibi sikayetlerle
saghk merkezlerine bagvuran hastalar veya sikayeti olmadan yapilan
taramalar esnasinda stipheli bulgular tesbit edilen hastalarda kullanilabilecek
tani yéntemleri sunlardir:

2.1.4.1. Girisimsiz Tani Yontemleri

A) Fizik muayene: Meme tim kadranlariyla ayrintili olarak muayene edilir,
meme derisinde ¢ekilmeler, ¢dem, deformite, enflamasyon gibi stpheli
bulgular taranir. Memede ele gelen bir kitlenin ya da hassasiyetin olup
olmadigina bakilir. Aksiller ve supraklavikiler lenf bezlerinin durumu mutlaka
degerlendirilir. Hastanin dizenli araliklarla meme muayenesi yaptirmasi ya
da kendi yapmasi meme kanserinin erken teshis edilmesini ve dolayisiyla
erken miidahele edilmesini saglar (13,25).

B) Mammografi. Hem taramalarda hem de yakinmasi olan her hastada
kullanilabilen ¢ok degerli bir tetkiktir. X 1ginlar ile saptanan diizensiz kitleler
ya da mikrokalsifikasyonlar kanser I[ehine olabilmektedir. Ancak
unutulmamalidir ki kalsifikasyonlar benign meme hastaliklarinda
izlenebilmektedir. Hayat kurtarici olan bu tetkikle bir ¢ok supheli bulgu
yakalanabilmekte ve meme kanserine erken evrede midahale
edilebilmektedir (13,26,27,28,29). Kadinlarda mammografinin tarama
amaciyla kullanim prensipleri sunlardir:

e Meme yakinmasi olan her kadina yasina bakilmaksizin ve sikligi
g6z 6nline alinmaksizin, gerektigi her an mammografi yapiimalidir.

e 35-40 yas mammografi igin, tarama ¢alismalarinda alt sinirdir.

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

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

C) Kseromammografi. Mammografi 6zellikle fibroglanduler yogunlugun
ylksek oldugu %10 oraninda izlenebilen meme kanseri olgularinda kanserin
tesbitinde basansiz olabiimektedir. Bu durumu duzeltmek amaciyla
gelistirilen kseromammografi daha detayli gérintliyl daha az radyasyon
dozuyla ortaya koyabilmektedir (13,25,26).



D) Termografi: lyonize radyasyon kullaniimadikca meme dokusundaki isi
diizeylerinin grafi Uzerine aktarimi termografi olarak bilinmektedir. Isi
sensodrlerinin memede algiladiklari 1si artis alanlari o bdlgedeki damarlanma
ve kan akimi artisini yansitmaktadir. Bu durum da hekime kanser ihtimalini
distndirmelidir. Ancak ¢ok kullanisli olmayan, hassasiyeti ve spesifikligi gok
dusik olan bu tetkikin faydasi sinirhdir (25,26).

E) Ultrasonografi: Yiksek frekansli ses dalgalari ve onlarin yansimalarinin
goruntuye dénusturilmesine dayali bu tetkik mammografi ile tesbit edilen
kitlenin kist mi yoksa solid bir timér mi oldugunu anlamada kullanihr.
Kistlerin bosaltiimasinda da yardimci bir tetkik olarak kulianilir (13,25,26).

F) Transilluminasyon (Diafanografi). Eski ve gecerlilijini kaybetmis olan bu
tetkikin temelinde memenin gigli bir 1Sk kaynadiyla transilluminasyonu
(aydinlatiimasi) vardir (13,25,26)

G) Bilgisayarli Tomografi: Lezyonun lokalizasyonu, boyutu hakkinda degerli
bilgiler saglayan bu tetkik meme kanseri saptanmasinda oldukga etkilidir.
Ancak pahali olmasi nedeniyle taramalarda kullanimi sinirlidir (13,25,26).

H) Manyetik rezonans grafi (MRG): Cok degerli bilgilerin elde edilebildigi bu
tetkik ile kiigik boyutlardaki timérler ve lenf bezleri tutulumlar saptanabilir
(13,25,26).

2.1.4.2. Girisimli Tam Yontemleri

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

B) Biyopsi: Mammografi ya da farkh tetkikler ile tesbit edilen kitlenin
histopatolojik incelemesinin yapilmasi i¢in kitleden 6rnek alinmasi iglemine
biyopsi denir. 3 farkli biyopsi teknigi vardir (1,13).

e Ince Igne Aspirasyon Biyopsisi: Hizli, agrisiz, ucuz olan ve kesi
yapilmadan uygulanan bu teknigin %87 oraninda hassasiyeti, %4-9,6
oraninda yanlig negatif sonu¢ verme 6zelligi vardir. Yaygin olarak
kullanilan bu teknik histopatolojik incelemelerinde gerekli 6érnegdi elde
etmek i¢in oldukga iyi bir ydntemdir (14).

o Core biyopsisi: Ince igne aspirasyon biyopsisi gibi hizl, agrisiz, ucuz
olan ve kesi yapilmadan uygulanan bu teknigin yanlis negatiflik sonug
verme orani ¢ok daha azdir (14).



o Eksisional Biyopsi: Lokal anestezi altinda yapilan bu teknikde
histopatolojik inceleme i¢in timor dokusu etrafindaki normal doku ile
birlikte ¢ikarilir. Diger iki teknikten farkli olarak yanlis negatiflik ya da
inceleme igin yetersiz 6érnek eldesi bu teknikte izlenmez. Ancak daha
agnl ve pahall olup kozmetik gérintilyl bozan kesi izlerine neden
olmaktadir (14).

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

21.5. Evreleme

Meme kanserli hastalar hekime bagvurduklarinda hastalklarinin
yayllmalari  bakimindan farkhliklar go&sterirler. Evreleme, hastalan
hastaliklarinin yayillma derecesine gére gruplara ayirma iglemidir. Bdylece
gerek tedavi planinin yapiimasinda gerek prognoz tayininde en etkili yoldur.
Evreleme ya radyolojinin de eslik edebilecedi klinik bulgulara gére (klinik
evreleme) ya da ameliyatla c¢ikarilan dokularin histolojik-histopatolojik
durumlarina gére (patolojik evreleme) yapilir (1,20,31).

Klinik evreleme i¢in kullanilan sistemlerden en eskisi Manchester
sistemidir. 1940 yilinda ortaya konmustur. Columbia sistemi 1943'de
kullaniimaya baslanmig, 1969 vyilinda yeniden dizenlenmistir. Gerek
Manchester gerek Columbia sisteminin uygulanmasi birkag merkezle sinirli
kalmistir. GUnumiizde hemen her yerde UICC (Union International Centre
Cancer) ve AJCC (American Joint Committee On Cancer)’nin bigimlendirdigi
TNM sistemi kullaniimaktadir. Buna gére primer timérid T, koltukalti lenf
bezlerini N, uzak metastazlan ise M temsil etmektedir. Bu verilere gére evre
gruplan Tablo 2.1. ve 2.2’ de belirtilmigtir (23, 31).
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Tablo 2.1. TNM sistemine gtre evreleme (23).

Primer Timér T

Tx Primer timér degerlendiriimeyebilir.

T, Primer timér bulgusu yoktur.

Tis Tumeér bulgusu olmayan paget hastaligi vardir.In situ tumér.

Ty TUmor 2 cm veya daha kuguktar.

Tia : Tumér 0,5 cm veya klgUktar.

T : Tumér 0,5'den bliylk fakat 1 cm'’yi agmamustir.

T Tumér 1 cm’den blyuk, fakat 2cm’yi agmamigtir.

T, Tumor 2 cm’den bilylk fakat 5 cm’yi agmamistir.

T, Tumér 5’cm’yi agmistir.

T4 Tumérin boyutu ne olursa olsun deri ya da toraks duvarina
dogrudan ulasmistir.

Tsa Toraks duvarina ulagmistir.

T Meme derisinde 6dem (Peau d’orange dahil), Ulserasyon tamérla
memede yandas deri lezyonlari vardir.

Tac Tsa +Tap

Tag : Enflamatuar kanser vardir.

Paget hastalijinda kitle varsa T'yi kitlenin buyuklugu tayin eder. T élcimiinde
tumorin en biytk boyutu géz énine alinir.

Bolgesel Lenf Bezleri N

Nx
No
N
N2

N3

Bolgesel lenf bezleri degerlendiriimeyebilir.

Bolgesel lenf metastazi yoktur.

Ayni taraftaki koltukaltinda bir yada fazla mobil lenf metastaz
vardir.

Ayni taraftaki koltukaltinda bir ya da fazla lenf bezinde metastaz;
fakat bu lenf bezleri birbirine ya da etraf dokularina yapisiktir.
Tumeéran bulundudu taraftaki mammaria interna lenf bezi grubuna
metastaz vardir.

Uzak metastazlar M

M,
Mo

M.

Uzak metastazlarin varligi degerlendiriimeyebilir.
M, : Uzak metastaz yoktur.
M; : Uzak metastaziar mevcuttur.

Supraklavikiiler lenf bezlerindeki metastaziar uzak metastaz olarak nitelenir.

Guniimizde, meme kanserinde prognozu belirfleyen en &nemli kriter
koltukalti lenf bezlerinin durumudur. Klinik muayene ile lenf bezleri hakkinda

karar vermek hem yanlig pozitifik hem de yanlis negatiflik bakimindan %30
yanilgi ile gider. Daha 6nemlisi, tumérle tutulan lenf bezlerinin sayisl,

timérun lenf bezi icindeki boyutu, timér hticrelerinin lenf bezinin kapsulint

aslp asmamasi gibi ayrintilar da hem prognoz yéniinden, hem de cerrahi

girisim sonrasi segilecek adjuvan tedavi yontemini belirleme agisindan g6z

ondne alinir (13,14).
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Tablo 2.2. TNM’ye gore evreleme (23).

Evre 0 Tis No Mo
Evre | T1 No Mo
Evre lIA To N, Mo
T, N, Mo
T2 NO MO
Evre IIB T, N, Mo
T, No M,
Evre llIA To N, Mo
T, N, Mo
T2 N2 Mo
T, N4 Mo
Ts N> Mo
Evre llIB T4 HerhangiN Mg
Herhangi T  Ns; Mo
Evre IV T ve N ne olursa olsun M, iceren tim hastalar

Patolojik evrelemede T ve M klinik evrelemeden farklilik géstermez. Lenf
bezlerinin durumu Tablo 2.3.’de gésterilmistir.

Tablo 2.3. Patolojik evreleme (23).

pNx : Bélgesel lenf bezi metastazi degerlendiriimeyebilir.
PN, : Bolgesel lenf bezi metastazi yoktur.
PN, : Ayni tarafta bir ya da daha fazla mobil lenf bezi metastazi vardir.

pNiz  : Metastazlar mikrometastazdir. (Higbiri 0,2 cm’den fazla
degildir.)

pNy, : Bir ya da daha fazla lenf bezinde metastaz vardir;
bunlardan herhangi biri 0,2 cm’den bayuktur.

PNy  : 1-3 lenf bezinde metastaz mevcuttur, herhangi bir
metastazin boyu 0,2 cm’den buyuktor.

pPNwi  : 4 ya da daha fazla ganglionda metastaz vardir; bunlardan
biri 0,2 cm’den blyuk, fakat hepsi 2 cm’den kuguktar.

pPNwii : Lenf bezi metastazi bezin kapsulinin disina ¢ikmistir;

fakat boyu 2 cm'den kuguktar.
PNiwiv : Lenf bezindeki metastazin boyutu 2 cm veya daha
buyaktar.
pN, : Ayni taraftaki metastazl lenf bezleri birbirlerine ya da etraf dokulara
yapisiktir.
pN; : Ayni taraftaki bir ya da daha ¢ok mammaria interna lenf bezlerine
metastaz vardir.
Olgli en blyiik boyuta gére verilir.
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2.1.6. Erkeklerde Meme Kanseri

Her 100 meme karsinomlarindan biri erkeklerde olusmaktadir.
Erkeklerde en sik invaziv duktal karsinom izlenmektedir. Ve bu tip
karsinomda siklkla 2. ve 3. evrelerde karsimiza c¢ikmaktadir. Papiller
karsinomlarda erkeklerde siklikla izlenmektedir ancak erkek meme dokusu
yapisinda lobller yapi yani asiniller olmadigindan lobiiler karsinomlar
erkeklerde izlenmemektedir. Genel olarak erkeklerde gelisen meme
karsinomlarinin prognozu kadinlara gére ¢ok daha kétudir (23).

2.1.7. Morfoloji

Meme kanseri sol memede sag memeye gére biraz daha sik goralir.
Hastalarin %4-10’unda iki tarafli primer timérler vardir ya da sonradan ikinci
bir primer tumér gelisir (21).

Tumérler duktus epitelinden (%90) ya da lobul epitelinden (%10) kdken
alirlar. Bagka bir 6zellik belirtiimezse “meme kanseri” teriminde duktal kékenli
bir karsinom anlasilir. Duktal ve lobliler kanserlerin her ikisi de ayrica
sinirlayici basal membrani penetre etmeyenler (infiltre olmayan) ve penetre
edenler (infiltre olan) olmak Uzere ikiye ayrilirlar (21).

Meme karsinomlarinin biyidk ¢odunlugu adenokarsinomlardir ve ¢ogu
morfolojik olarak duktal ya da lobuler olarak siniflandirilirlar. Invaziv meme
kanserlerinin  %75'ini invaziv duktal karsinom olusturarak en sik gérilen
malign meme kanseri olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Invaziv meme kanserleri
icinde lobuler karsinom %10, meduller karsinom %5 oraninda goéralir.
Digerlerine gére daha iyi prognozu olan tubuler (ya da cribriform) timér
miisindz (ya da kolloid ) timoér ve papiller karsinomlarin tima invaziv meme
karsinomiarinin %5'ini olustururlar. Kalan diger timérler ise %5’lik bir kismini
olustururlar (21). Memenin benign ve malign timérleri Tablo 2.4'de
verilmigtir.
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Tablo 2.4. Memenin benign ve malign timdrlerinin histolojik siniflandiriimasi (Dinya Saghk
Orgutia (WHO)) (21)

I) MEMENIN BENIGN TUMORLERI
Fibroadenom

Filloides tiimor
intraduktal papillomdan olusur (23).

Il) MALIGN EPITELYAL MEME TUMORLERININ HISTOLOJIK SINIFLAMASI
A. invaziv olmayan
Intraduktal karsinom (komedokarsinom)
Lobuler karsinoma in situ
B. infiltre olan (invaziv) duktal karsinom
Invaziv duktal karsinom
Predominant invaziv komponentli invaziv duktal karsinom
Invaziv lobiiler karsinom
Meduller karsinom
Kolloid (misin6z) karsinom
Papiller karsinom
Adenoid sistik karsinom
Sekratuar (juvenil) karsinom
Apokrin karsinom
Metaplastik karsinom
Digerleri
C. Paget hastalig:

2.1.8. Meme Kanserinde Tedavi
A) Cerrahi girigim:

e Halsted Radikal Mastektomi: Uzun yillar boyunca meme kanserinin
tedavisinde bu yontemin en etkili yontem oldugu dustntimustur.
Halsted radikal mastektomi erken evrelerde tim meme dokusu
altindaki major ve minor pektoral kaslari ve rejyonel lenf nodlarinin
cerrahi yéntemlerle alinmasi seklinde uygulanmistir. Oldukga etkili
olan bu yéntem kozmetik ve fonksiyonel bozukluklara neden olmasi
nedeniyle pektoral kaslari infiltre etmis meme timérlerindeki kullanimi
disinda guniimizde artik kullaniimamaktadir (23,32,33,34).
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e Modifiye Radikal Mastektomi: Evre 1 ve 2'deki erken evreli meme
kanseri olgularinda hem kozmetik hem de fonksiyonel bozulmanin
Halsted radikal mastektomiye gére daha az oldugu bu yéntemde bu
olgularin hayatta kalma sireleri de oldukga uzundur. Halsted
yénteminden farkli olarak pektoral kaslar korunur ve sadece meme
dokusundan tumér dokusu ve ¢evre normal doku gikanlir. Beraberinde
rekurenslerin 6nlenmesi amaciyla radyoterapi mutlaka uygulanir.
Pektoral kaslarin korunmasi ilerde yapillan memenin rekonstriktif
operasyonlarinda biyik avantajlar saglamaktadir (13,19,33,35,36,37).

o Overektomi: Hormonal etkenlere bagl olarak gelisen meme
kanserlerinde overlerin alinarak &strojen dlzeyini azaltmayi
amaglayan bu yéntem de artik yerini, gonotropin releasing hormon
analoglari ile oversupresyon tedavilerine birakmistir (23).

e Lenf nodu disseksiyonu: Mastektomi ameliyatlari ile birlikte aksiller lenf
nodlarinin disseksiyonu siklikla yapilan bir islemdir. Lenf nodu
disseksiyonu terapatik amagtan ¢ok diagnostik amach yapilimaktadir.
Cikarillan lenf nodlarinin histopatolojik incelemeleri ile kanserin evresi
belirlenmeye c¢alisilir. Lenf nodu disseksiyonu uygulanmadigi taktirde
6zellikle aksiler lenf nodlar basta olmak lGzere rejyonel lenf nodlarinda
radyoterapi uygulamak gerekir (21,23,32).

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

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

e Kemoterapi:Tumér Gzerinde &strojen reseptérierinin negatif oldudu
meme kanserlerinde tercih edilirler. Kemoterapinin farkli uygulanim
sekilleri vardir. Meme kanserinde kullanilan ilaglar etkinlikleriyle birlikte
Tablo 2.5.'de belirtiimistir.

a) Preoperatif kemoterapi: Lokal operatif terapi 6éncesinde tUmériin
boyutunu kOgultmek ve kanlanmasini azaltmak amaciyla kemoterapi
uygulanabilmektedir. 5-fluro-urasil, Epirubicin ve Cisplatin gibi ilaglarn
operasyon éncesi timérde regresyon yapabilecekleri gésterilmistir.
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b) Perioperatif Kemoterapi: Ameliyatla birlikte 0-72 saat icinde poli-
kemoterapi uygulanimi ameliyattan 24-35 giin sonra baglatiimis kemoterapi
olgulan ile karsilastinldiginda perioperatif kemoterapi uygulamanin dnemli
faydalari olabilecegi gdsterilmistir.

c) Postoperatif kemoterapi: Lokal terapi sonrasi uygulanan kemoterapi
ybntemi eski bir yéntem olup hastaligin kontroliinde ve hastanin yasam
stresini arttirmada buylk basarlar saglamistir. Bu tedavi yénteminde en ¢ok
kullanilan ilag kombinasyonu Siklofosfamit metotreksat ve 5-fluro-urasil
(CMF) ve Siklofosfaamid, Doxorubicin ve 5-fluro-urasildir (CAF)
(13,21,30,38,39).

Cok cesitli kemoterapatik ilag vardir ve bu ilaglarin etkinlikleri ve
sitotoksisiteleri birbirinden ¢ok farkiidir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan
ilaglardan baziarinin etkinliklerine gére bazilari Tablo 2.5.’de belirtilmistir.

o Endokrin terapi (Hormonal terapi): Endokrin terapinin verildigi hastalik
Ozellikleri sunlardir;
-Ostrojen ya da progesteronlarin reseptériine sahip timérier,
-En az iki yil devam eden serbest intervalli kanserler,
-Kemige ve yumusak dokuya sinirl metastaz olmasi,
-Ge¢ premenopozal ya da postmenopozal olgular,
-Daha 6nceden endokrin terapiye olumlu yanit vermis olan olgular.

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

¢ Kemoendokrin terapi: Kemoterapi ve endokrin terapinin kombinasyonu
ile daha basarili sonuglar elde edilebilecegine yénelik bir cok g¢alisma
ve yayin vardir. En etkili kombinasyon ise kemoterapotiklerden bir ilag
ile tamoksifendir (23).

16



Tablo 2.5. Etkinliklerine gére meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglarin siniflandirimasi

(14).

Cok aktif olanlar
cevap orani)

(>%50

Orta derecede aktif olanlar
%50'ye varan

(%20 den
cevap orant)

Zayif aktif olanlar
(%20 cevap orani)

Docetaxel Cisplatin Actinomycin
Doxorubicin Cyclophosphamide Amonifide
Epirubicin Esorubicin Amsacrine
Paclitaxel Estramustine Bisantrene
Vinorelbine 5-Fluorouracil Carboplatin
Ifosfamide Carmustine (BCNU)
Losoxantrone Chlorambucil
Methotrexate CPT-11
Mitomycin-C Cytarabine
Mitoxantrone Dacarbazine
Pirarubicin Elliptinium
Prednimustine Etoposide
Thiotepa Vinblastine Fenretinine
Vincristine Floxuridine
Gemcitibine
Hexamethylmelamine
Hydroxyurea
Idarubicin
Lomustine (CCNU)
Lonidamine
Melphalan
Menogaril
6-Mercaptopurine
Miltefosine
Mithramycin
Mitolactol
Nitrogen mustard
Vindestine

Yeni ve umut verici ilaglar arasinda ise

Taksol
Taksoter
Navebine
Topotecan
Amonafide
Suramin

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

Molekdiler oksijen (O) temel olarak solunum igin gerekli bir elementtir.
Molekiler oksijen, bir yandan hiicrelerin ihtiyaci olan enerjiyi saglarken diger
yandan da hiicresel bilesiklere ciddi hasarlar verir (40).

Molekiler oksijen, serbest radikal olusturan reaksiyonlarla, stiperoksit
anyonu (O27), hidroksil radikali (OH'), hidrojen peroksit (H20), singlet oksijen
('0,) gibi oldukga reaktif oksijen tiirlerine dénlsgir. Metabolik ara Griin olarak
yiksek reaktif oksijen turlerinin olusmasi aerobik yasamin evrimsel bir
sonucu olarak degerlendirilebilir. Cunki oksijen yapisal dongisi, tek
degerlikli yolaklar icermektedir (41).

0.5 0,75 H,0, % OH S H,0 (39).

Reaktif oksijen tlrleri Gretimi birgok hiicresel fonksiyon igin elzemdir.
Ornegin fagositlerce bakterilerin éldiriimesi esnasinda O radikallerinden
faydalanilir. Ancak reaktif oksijen tlrlerinin bir yandan bizim aerobik
sistemlerimiz i¢in elzem olmasi, diger yandan da yaslanip yavas yavas éliime
gidisimize katkida bulunmasi paradoksal bir durumdur. Stiperoksit anyonlari
gibi toksik oksijen turlerinin DNA'ya zarar verdikleri, enzimleri inaktive
ettikleri, hormonlari okside ettikleri, membranlari pargaladiklart ve gesitli tipte
hucreleri &ldurdikleri gdsterilmistir. Aslinda birgcok kanit serbest radikal
reaksiyonlarinin hicresel yikilma ve yaslanma ile sonuglanan dejeneratif
sureclerin baglica nedenleri ve destekleyicileri olduklarini géstermektedir
(41). Bazi reaktif oksijen tarlerinin karakteristikleri Tablo 2.6.'"de goésterilmistir
(42).

2.21. Siiperoksit Anyon Radikali (O;")
Siperoksit anyon radikali reaktif oksijen tirleri icinde en iyi bilinen
radikaldir (42). O, dis orbitalinde eslesmemis iki elektron igceren ve bu sekli

ile zararl etkisi olmayan bir molekildir (43,44,45). Bu molekildeki n*2p
orbitallerden birinin herhangi bir gekilde elektron almasi ile stiperoksit radikali
(O2") olusur (46).

O, +e » Oy

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

Siperoksit anyon radikalinin kimyasal &zellikleri kendisinin ¢ézindagu
ortama bagl olarak ¢ok degisir. Akéz bir solusyonda O,", askorbik asid ve
tiyol gibi molekdlleri okside edebilen zayif bir oksitleyici ajandir. Oysa O,",
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cok daha kuvvetli bir oksitleyici ajandir ve sitokrom c ve ferrik EDTA gibi
cesitli demir komplekslerini indirgeyebilir. SuUperoksit anyonu akoéz
solusyonlarda, iginde H,O, ve oksijenin de olustugu dismutasyon

reaksiyonlariyla hizla kaybolur (46).

Tablo 2.8. Bazi reaktif oksijen turevlerinin karakteristikieri (42).

Radikal Kimyasal | Yar Ozellikleri
semboll | émri
Silperoksit 0" 10° | lyi bir rediiktan, zayif bir oksidandir.
anyonu
Hidroksil OH 10° | Elektron alip verme ve transfer reaksiyon-
radikali larinda ¢ok aktif, difizyon mesafesi
kisadir.
Hidroperoksil | HO, 10° | Superoksit anyon radikaline gére daha
radikali hidrofobik ve daha gli¢li bir oksitleyicidir,

membran lipidlerinde lipid peroksidasyo-
nuna neden olabilir.

Peroksil ROO 10% | Hidroksil radikaline gére diistk okside

radikali edebilme yetenegi vardir, fakat gok daha
yuksek difiizyon oranina sahiptir.

Alkoksi RO 10° | ROO ve OH: arasinda araci olarak

radikali lipidlerle etkilesebilme glcine sahiptir.

Hidrojen H.0, 10- Organik substrat ile distk oranda

peroksit 100 | etkilesme ile oksidan etki gbsterir ve hiicre

membranlarina yiksek penetrasyon
kabiliyeti vardir.

Singlet ‘0, 10° | Guglu oksidandrr.
oksijen
Molekiler 0, >10% | Zayif oksidandir.
oksijen

Slperoksit anyonu elektron fazlasini bir bagka elektron alicisina vererek
tekrar molekiler oksijene oksitlenebilir. Ya da énceden bahsedildigi gibi bir
elektron daha alarak peroksil anyonunu (O%) olusturur, bu da ortamdan iki
proton alarak (H") hidrojen peroksit (H20,) olusumuna neden olur (43,44,45).

Oy——» O, +€
Oy +e ————» 0% +2H* »H,0,

Oksijenin metabolizmasi esnasinda ilk olusan serbest radikal olan
sliperoksit anyonundan (O."), hidroksil radikali (OH’), hidrojen peroksit
(H202), hidroperoksitler (HO,) gibi diger zararh oksijen metabolizmasi
trtinleri olugur. Stuperoksit anyonu hiicre membranlarindan, muhtemelen iyon
kanallarini kullanarak ¢ok az g¢ikiyor olsa da, membranlari kolayca
gecemedigi igin zararh etkisi oldukga dlslik dlzeyde bir radikaldir.
Cogdunlukla rediktiftir ve H,O kaynagi olarak gérev yapar (43).
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Superoksit dismutaz (SOD) enzimi bir O"nin oksijene oksidasyonunu,
bagka bir O;™nin de H;O,'ye oksidasyonunu katalizleyerek O, ni uzaklastirir.
Bu olaya dismutasyon adi verilir (45).

SOD
0,7+ O™+ 2H* » H,O0,+ 0O,

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

O+ O+ 2H* » H,05+ Oy

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

02"+ H O, ——» O; + H,O + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

2.2.2. Hidroksil radikali (OH')

Hidroksil radikali son derece kisa olan yari émrii nedeniyle biyolojik
sistemdeki en glgli oksidandir. Organizmadaki tim maddelerle reaksiyona
giren en reaktif oksijen tirlerinden biridir Hidroksil radikali DNA zincirinin
kiriimasindan, lipid peroksidasyonunun baslamasindan, protein
modifikasyonundan sorumludur (40,45). Bu radikal ilk olarak 1934 yilinda
Haber ve Weiss adli arastirmacilarin gosterdikleri, kendi adlari ile anilan,
reaksiyon ile ortaya konmustur (47).

Hidroksil radikali hiicrede ¢esitli yollarla olugsuyor ise de, yaygin olarak iki
6énemli biyolojik kaynagi vardir.

H.O'nin, ortamdaki iki degerlikli demir (Fe*") katalizérluginde Fenton
reaksiyonu ile ayrismasindan olusur (45).

Fe?* + H,0, —— Fe?* + OH + OH" (Fenton Reaksiyonu)
Haber-Weiss tepkimeleri énemli bir hidroksil radikali olugum tepkimesidir.
027+ Ho O ———— » O3+ H,O + OH' (Haber Weiss Reaksiyonu)

Hidroksil radikali, bakir gibi gecis metal iyonlarinin redikte formlarinin
H20; ile temasi sonucunda da olusabilmektedir (45).
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Cu" + HLO, ————— Cu** + OH + OH

Radyasyon sudaki oksijen hidrojen bagdlarindan birinin kiriimasi igin
hidrojenden ve oksijenden birer elektron ayrilir. Boylece iki radikal ortaya
cikar (42).

H-O-H —— H + OH

2.2.3. Hidroperoksil radikali ( HO,)

O27nin protonlanmis formudur. O,”den hem daha gugli bir oksidan,
hem de daha glglu bir rediiktan maddedir, fakat bu radikalin pKa degeri 4.7-
4.8 civarinda oldugu i¢in, pH 7.4'te ¢ok az bulunur (46).

2.2.4. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksitin (H.O2) eslesmemis elektronu yoktur ve bir serbest
radikal olarak nitelendiriimez (45). Stperoksit Greten her sistem dismutasyon
reaksiyonunun bir sonucu olarak ayni zamanda H,0O,'de Uretir. Hidrojen
peroksit Urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D amino asit oksidaz gibi bir ¢ok
enzimin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda oksijene iki elektron transfer
edilmesi ile de olusur (46).

Hidrojen peroksit oksijen metabolizmasi esnasinda olusan bir ara
Uraindar. Genellikle tek basina organik molekdlleri okside etmek igin yeteri
kadar bir reaktivitesi olmasa da, biyolojik olarak ©nemli bir oksidandir.
Superoksit anyonuna nazaran, biyolojik membranlardan, distk elektriksel
yiukii ve non iyonize &zelliklerinden dolayr daha kolay gegebilmesi
(mitokondriyal H;O, sizmasinda oldugu gibi) ve direkt kendisinin
sitotoksisitesinden ziyade OH' radikalleri gibi daha reaktif radikallerin
tretimine katkida bulunmasindan dolay! dnemli bir oksijen metabolizmasi ara
trinadar (43,48).

Hidrojen peroksitin redoks ozellikleri ve gecis metal iyonlari varliginda
ylksek reaktif oksijen turleri olusturma kabiliyeti, kendisine karsi viicut
savunma mekanizmalarinin gelistiriimesine yol agmistir. Istenmeyen H,O2'in
uzaklastiriimasi katalaz, selenyum bagiml glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
diger bazi enzimlerin aktiviteleri ile saglanir (49,50).

2.2.5. Singlet oksijen ('05)

Bir bagka reaktif oksijen tirli olan fakat radikal olarak kabul edilmeyen
singlet oksijen, normal oksijene gére biyolojik molekillerle daha hizh
reaksiyona girmesini saglayan elektronik diizenlemeye maruz kalmig bir
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oksijen formudur. Ornegin singlet oksijen lipid peroksitlerini olusturmak tizere
membran lipidlerinin ya§ asit zincirleriyle dogrudan reaksiyona
girebilmektedir. Singlet oksijen, bazi pigmentlerin 1s51§a maruz kalmasi ile
olugabilmektedir. Isik, pigment tarafindan absorbe edilir ve pigment daha
yuksek bir elektronik uyarim dizeyine ulasir. Bu yilksek enerji oksijene
aktarilir ve sonugta singlet oksijen olusur. Bitkilere bulunan bazi bilegikler,
bazi kozmetik Grunleri, bazi ilaglar (tetrasiklinler vb) isik varliginda singlet
oksijen olusumuna neden olabilmektedirler (51).

2.2.6. Ozon (03)

Ozon havayi kirleten ve insanlarda akut ve kronik maruziyeti sonrasi
insan sagligina gesitli etkileri olan bir maddedir. Ozon biyolojik etkisini hedef
molekillerle dogrudan reaksiyona girerek ya da poliansatiire serbest yag
asitlerinin peroksidasyonu ve protein, amin ve tiyollerin oksidasyonu ile
olusan serbest radikaller araciliy! ile gerceklestiren gugli bir oksidandir.
Ozon indirgenmesi boyunca olusan hidroksil radikalleri baz hasarlari ve zincir
kiriklarina neden olarak DNA'ya ciddi zararlar verebilirler (52).

Jorge ve arkadaglart yapmis olduklarn c¢alismada ozon tarafindan
olusturulan DNA hasarinin yilksek oranda mutajenik olup DNA (izerinde G:C
baz ciftlerinde baz degisimlerine neden oldugunu bulmuslardir. Ayrica
Kanofsky ve Sima, ozonun baz biyolojik molekillerle reaksiyona girmesi
sonunda singlet oksijenin olusabildigini bulmuslardir (53).

2.2.7. Hipokloréz Asit (HOCI)

Nétrofillerin konak savunmasinda ¢ok &nemli rolleri vardir. Nétrofiller
mikroorganizmalari 2 mekanizma ile éldurirler. Bu mekanizmalardan birisi
oksijen badimh iken digeri oksijenden bagimsizdir. Oksijen bagimli
mekanizmada nétrofillerin bakteriosidal Urlnleri arasinda siiperoksit anyon ve
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tarleri oldugu kadar H,O, gibi radikal
olmayan molekillerde yer alir. Bu trlinler solunumsal patlama olarak bilinen
bir seri karmasik reaksiyonlar sonucu Uretilirler. SUperoksit anyonu H,0;'e ya
kendiliinden ya da slperoksit dismutaz enzimi araciligiyla doéntsur.
Siperoksit anyonunun H,O, ile reaksiyona girmesi sonucu gugli bir
bakterisidal olan hidroksil radikali olusur. H;Oz'nin  klor (Cl) ile
miyeloperoksidaz tarafindan katalizlenen bir tepkimeye girmesi sonucunda
ise oldukga toksik olan HOCI olusur (54).

H,0, + CI' + HY ——» HOCI + H,0

2.2.8. Nitrojen Oksitleri

Nitrik oksit (NO) ¢esitli hlicrelerce salinan biyolojik bir mediatérdir (55).
Nitrik oksit yan émrii ¢ok kisa olan (3-5 sn) fakat cok fazla biyolojik
fonksiyonlar olan bir molekildar. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit (‘'NO;) tek
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sayida elekron igerirler, bu nedenle serbest radikaldirler. Zehirli bir gaz olan
"NO, guglu bir okside edici ajandir. In vivo ortamda salinan "NO, nitrit (NO>)
veya nitrata (NO3) otookside olabilir. Nitrojen dioksit ise zayif redukte
edicidir. Nitrik oksit endotel kokenli vazodilatér faktérle ayni maddedir (48).
Nitrik oksitin stiperoksit iyonlari ile reaksiyonu protein molekillerine
saldirabilen gugli oksidan bir ajan olan peroksinitrit (ONOQO") olusumu ile
sonuglanir (55).

‘NO+ 03" » ONOO’

Pekgok biyolojik molekili zedeleyebilir ve asit pH'da, kiiglik miktarlarda
hidroksil radikali salivererek dekompoze olabilir (48).

ONOO +H" ————— OH + NO;

ONOO’in proteinler {zerine olan etkisinin major Urlini tirozin
rezidulerinin orto pozisyonlarina nitro grubu eklenerek olusmus olan
Nitrotirozin (NT)'dir. ONOO" proteinler {izerine tiyol rezidii oksidasyonlarini da
iceren farkh kimyasal modifikasyonlara da neden olabilir (55).

2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicrelere Etkisi

Serbest radikallerin hiicre yapi ve fonksiyonlarina zararli etkileri oldugu
bilinen bir gergektir. Lipidler, proteinler, karbohidratlar, niukleik asitler serbest
radikaller i¢cin hedef teskil eden yapilardir (55).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Lipidlere Olan Etkileri

Lipid peroksidasyonu artmis membran rijiditesi, aterosklerozis,
karsinojenezis ve miyokard enfarkttisi gibi patolojik olaylarla iligkili karmagik
bir surectir (56). Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid
peroksidasyonu yagd asid-hidroperoksitleri ve sekonder ({riinlerden olan
aldehit bilesimlerinin olusumu ile sonuglanan otokatalitik kontrolstiz  bir
reaksiyondur. Hayvan hicre membranlann ve lipoproteinler lipid
peroksidasyonuna duyarlidirlar. CUnki yapilarinda linoleik asit (18:2),
aragidonik asit (20:4) ve docosa hekzanoik asit (22:6) vardir ve bu yapilarin
lipid peroksidasyonuna hassasiyetleri yapilarindaki ¢ift bag sayisi arttikga
yikselir (57).

Serbest radikaller cesitli substratlar ile kimyasal reaksiyonlara girerler.
Bu reaksiyon baglama, ¢odalma ve sonlanma seklinde {i¢ basamakta
gerceklesir (58).
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2.3.1.1. Baglangi¢ basamag

Lipid peroksidasyonu serbest yag asidinden (LH) lipid radikali olugturmak
tzere (L), (H) atomunun kopariimasiyla baslamaktadir (Sekil 2.1). Bu
reaksiyona baslangic reaksiyonu denir. Hidroksil radikali, peroksil
radikallerinin ¢ogdu (ROO') ve alkoksil radikallerinin codu poliansature serbest
yad asitlerini okside edebilme yetegine sahipken siiperoksit radikalleri bu
yetenege sahip dedildir.

Mevcut peroksidasyon reaksiyonunun in vivo ortamda hangi ajan
tarafindan gergeklestirilmis olabilecegini kesin olarak bilmek imkansizdir. Bu
baglangi¢ reaksiyonunun Grant, hizla konjuge dien yapisi olusturabilen yad
asit radikalidir. Yag asit radikaline oksijenin gok hizli eklenmesi sonucunda
lipid peroksil radikali (LOO") olusur (57,59,60).

2.3.1.2. Cogalma basamag

Olugsmus olan bu lipid peroksil radikali komsu yag asitleri ile etkilesime
girerek yeni bir oksidasyon zincirine neden olabilmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda lipid peroksil radikali (LOO') lipid hidroperoksite doéntsurken
hidrojen atomunu kaybetmis poliansatiire yag asidi ise yeni bir yag asid
radikaline donusir (57,59,60).

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

Lipid hidroperoksitler iki sebepten dolay: dnemlidir :

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

-Bu reaksiyon sonucunda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler (6rn.
Malonildialdehit=MDA gibi) gibi radikal olmayan trlnler olugur (57). Ornegin
MDA, membran komponentlerinin  polimerizasyonuna ve c¢apraz
baglanmalarina neden olmakta ve deformabilite, iyon transportu, enzim
aktivitesi gibi ic membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir. Ayrica diffize
olabildiginden, DNA'nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girerek, mutajenik ve
karsinojenik etki gésterebilmektedir (61,62,63,64).

2.3.1.3. Sonlanma

Lipid hidroperoksitleri demir ve bakir iyonlari gibi gegis metalleri
varliginda unstabildirler ve bu metallerle girdikleri reksiyon sonucunda lipid
alkoksil radikallerine ve lipid peroksil radikallerine dénustrler. Bu iyonlarin
fosfat esterleri ile olusturdugu basit selatiari (Fe?*-ADP), hem, hemoglobin ve
myoglobini de igeren bazi demir proteinleri, lipid peroksitierini bozarak
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peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozulma reaksiyoniarinin
drbnleri pentan, etan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH ve
RCHO gruplari igeren kisa zincirli yag asitleridir (57,61,63).

e Lipid Peroksidasyonunun Uriinii Olarak Malondialdehid (MDA)

Peroksidasyon sonucu olusan kisa zincirli Uriinler de peroksidasyona
ugramis membran ya da hicrenin herhangi bir alaninda bir takim etkilerde
bulunabilirler. MDA iki amin grubuyla schifft baz olusturmak igin etkinlik
gbsterebilen bifonksiyonal aldehittir.

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

Bu sekilde proteinlerin ¢gapraz baglanmalari sonucunda enzimler inaktive
olur ve seroid, lipofusin gibi yashlk pigmenti olarak bilinen ytiksek molekiil
agirlikh agregatlar olusur (65). MDA ayrica fosfatidil etanol aminin amino
grubu ile bir baska fosfatidil etanol amin grubunu, fosfatidil serini ya da
proteini baglayabilir ve bu sekilde membran yapisini tahrip edebilir (65). Ek
olarak MDA, DNA ile reaksiyona girerek floresan Griinler olusumuna neden
olabili. MDA'nin biyolojik molekdllerle ¢apraz baglar kurarak olusturdugu
schifft baz floresan urinler lipid peroksidasyonunun belirlenmesi ve
degerlendirilmesi icin bir &l¢lt olarak sikhkla kullanilmistir. Farkli floresan
bilesimlerde lipid peroksidasyonu esnasinda gelisebilir ya da DNA, MDA
disinda farkh peroksidasyon uriinleriyle de floresan agregatlar olusturabilirler.
MDA primer aminlerle de 1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboaldehit olusturmak
Uzere reaksiyona girebilir (65).
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Sekil 2.1. Lipid peroksidasyonu (50).

2.3.2. Proteinlere Olan Etkileri

Reaktif oksijen tirleri direkt ya da indirekt olarak proteinlerde hasar
olusturabilirler (66). Serbest radikallerin DNA, protein, lipid gibi birgok
hiicresel bileseni tahrip edebilme kapasitesine sahip olduklan bilinmektedir.
In vivo ortamda oksidatif stres durumlarinda DNA ve protein hasarlan lipid
hasarlarindan ¢ok daha énemlidir (565).

Proteinlerin in vivo oksidatif modifikasyonlan hicresel Dbirgok
fonksiyonlar etkileyebilir. Bu modifikasyonlar reseptérlerin isleyisine, sinyal
transdiiksiyon mekanizmasina, transport sistemlerine ve enzimlere zarar
verebilir (55).

Bunlarin disindan sekonder olarak diger biyomoleklller de zarar
gérebilir.  Ornegin  DNA tamir enzimlerinin  inaktivasyonu, DNA
replikasyonunda DNA polimeraz enzim fonksiyon bozukluklari, otoimmun
reaksiyonlara neden olan yeni antijenlerin olusumu gibi (55,67,68).

Oksijen ve nitrojen radikallerin (ROS/RNS) proteinler tizerindeki etkisine
bagh gelisen kimyasal reaksiyonlar kompleks olup, daha heniz
tamamlanmamig birgok @rinln olugmasina neden olurlar. Proteinler
Uzerindeki oksidatif hasari protein karbonillerindeki (PCO) artig ile protein
tiyollerindeki (PSH) azalig en iyi yansitmaktadir. Proteinler Gizerine olan ROS
ataklar sonucu histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi bircok aminoasit zarar
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gorebilir. Bu aminoasitlerden birkagina ya da proteinlerin peptid yapilarinda
olusan hasar sonucu PCO driinleri olusabilir (69).

Reaktif oksijen turlerinin olusum mekanizmalarindan biri metallerle
katalizlenen oksidasyon reaksiyonlandir. Uygun bir elektron vericisi
varhiginda (NADH, NADPH, askorbat) metallerle olan bu reaksiyonlar H,O;
olusturma ve hem siperoksit bagimli hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla
Fe® ve Cu?"yi indirgeyebime yetenegindedirler. Bu reaksiyonlarla olusan
Fe?* ve Cu"in proteinler tizerindeki metal baglayici kisimlara baglanmasi,
OH' olugsumuna yol agar. Bu hidroksil radikalleri metal baglayici amino
asitlere 06zellikle saldinir. Oksidatif olarak modifiye olmus proteinler
proteolitik yikim i¢in hedetftirler; ancak, bazi okside protein formlari sadece
proteolize direngli olmayip ayni zamanda diger proteinlerin okside formlarinin
yikimini sadlayacak proteazlari da inhibe edebilme yetenegindedir (66).

2.3.3. Karbohidratlara Etkileri

Calismalar, alfa-hidroksialdehit yapiya sahip karbohidratlarin metal
iyonlarinin varhdinda radikallerin etkisi ile ketoaldehitlere doénustagini
gb6stermistir. Ayrica bir hidroksil radikal temizleyicisi glukozun da dahil oldugu
bir ¢ok monosakkaridin hizli bir sekilde otooksidasyona ugradigini
gostermistir (70).

2.3.4. Niikleik Asitlere Olan Etkileri

Memeli hiicrelerinde oksidatif stres ile siklikla DNA zincir kirlimalarn olur.
Bu durum NAD™yi parcalayarak ADP riboz iireten poly (ADP-riboz) sentetaz
enziminin aktivasyonuna neden olur. Poly (ADP-riboz) sentetaz enziminin
asin aktivasyonu hicresel NAD" konsantrasyonlarinda bilyiik diismelere ve
ATP sentez inhibisyonlarina neden olur (51).

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

2.4, Antioksidanlar

Antioksidan, ortamda ¢ok disitk konsantrasyonda bulundugu halde
okside edebilen bir substratla karsilastiginda, substratin okside olmasini
belirgin bir sekilde geciktiren ve énleyen madde anlamina gelmektedir. Canli
sistemlerindeki antioksidanlar Tablo 2.7.’da g&sterilmistir (42).
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2.41. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksid dismutaz, sliperoksit radikalinin eliminasyonundan sorumlu
kritik bir enzim ve aerobik hicrelerde anahtar bir antioksidandir (71).
Stiperoksid dismutaz, O;" nin O2 ve Hy02 ‘e dismutasyonunu katalizleyerek
oksidatif strese kargl koruma saglar (72).

SOD
0"+ 0" +2H" ——» 0+ H0;

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

Tablo 2.7. Canl sistemlerdeki antioksidanlar (42)

Antioksidanlar Lokasyon Fonksiyon
Cu,Zn-SOD Eritrositler, sitoplazma O, yi etkisiz hale getirir.
Mn-SOD Mitokondriya O, yi etkisiz hale getirir.
Ekstraseltiler SOD Kan plazmasi, vaskiler sistem O, "yi etkisiz hale getirir.
Katalaz Peroksizomlar H,0,'yi etkisiz hale getirir.
Glutatyon peroksidaz Sitoplazma, mitokondriya H,O, ve lipoperoksitleri

degrade eder.

Glutatyon transferaz Sitoplazma, dis mitokondriyal

membran, endoplazmik

retikulum
Ferritin Sitoplazma Fe iyonlarina gselasyon yapar.
Transferrin Ekstraselller ortam Fe iyonlarina selasyon yapar.
Laktoferrin Ekstraseluler ortam Fe iyonlarina selasyon yapar.
Seruloplazmin Ekstraselller ortam Cu iyonlarina selasyon, Fe

iyonlarina oksidasyonu ve
O, "1 ise etkisiz hale getirir.

Albumin Ekstraselller ortam Cu iyonlarina selasyon
yapar. OH', LOO', HOCl'yi
etkisiz hale getirir

Diigiik Molekiiler Agirhkh Bilegikler

Vitamin E Hucre membranlar OH, LOO, HOCI vs'yi etkisiz
hale getirir.

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

Karotenoidler Hiicre membranlar OH, LOO, HOCI, 102 vs'yi
etkisiz hale getirir.

Vitamin C Sitoplazma OH, O, vs'yi etkisiz hale
getirir.

Karnozin Sitoplazma Gesitli ROS’lan etkisiz hale
getirir.

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

Taurin Sitoplazma Hipoklorit nétralizasyonu
yapar.

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

Urik asit Kan Lipid peroks. nler.

Bilirubin Kan Lipid peroks. énler.

28



2.4.1.1. Cu ve Zn igeren SOD (Cu,Zn-SOD)

Bu enzimlerin aktif bolgelerinde bakir (Cu®*) ve ¢inko (Zn?*) vardir.
Katalitik siklus esnasinda bakirin degerliginde degisiklikler gelisirken
¢inkonun daha ¢ok yapisal bir rol oynadi§i dusuntimektedir (74). 32000
Dalton (Da) molekil agirhiginda bir enzimdir. Distlfit koprust ile baglanmis,
birbirinin ayni olan iki alt Uniteden olugsmustur. Her bir alt tnitede birer adet
Cu®* ve Zn* icermektedir (75). Enzim aktivitesi icin Cu?* mutlaka gereklidir.
Zn**'nin ise olasilikla enzimin stabilitesini sagladigi, yerine kobalt (Co?*), Civa
(Hg®"), ve kadmiyum (Cd?*) gegmesi durumunda da enzimin aktivitesini
kaybetmedigi gésterilmistir. Stiperoksit anyon dismutasyonu Cu?* ile saglanir
(76,77).

Cu,Zn-SOD ékaryotik hiicrelerin sitozollerinde, gram negatif bakterilerin
periplazmasinda bitkilerin plastidlerinde ve memelilerin ekstraselller
aralklarinda bulunur. Bunun yanisira mitokondride de yer almaktadir (74).
Bakir iyonunun Oy ile rediksiyonu sonucunda bakir imidazol badt kirilr ve
imidazol protonlanir. Ardindan bakirin yeni bir O, ile reoksidasyonu
esnasinda imidazoldaki protonun O:"yi HO,"ye cevirmesi ile Cu-imidazol
bad! yeniden kurulur. Olusan HO;" aktif bélgeyi terkedip yeni bir proton ile
birleserek H,0.'yi olusturur (74).

Cu,Zn-SOD oldukga kararli bir enzimdir. Saflastiriimas: esnasinda
kullanilan organik ¢dziculer (ire ve sodyum dodesil silfat gibi) ile
aktivitelerini kaybetmedigi gosterilmistir. Cu,Zn-SOD siyanid (KCN) (5 mM)
tarafindan tersinir olarak inhibe edilir. Siyanidin C atomu, enzimin Cu®'
atomuna baglanarak enzimi inhibe etmektedir. H,O, ise enzimide Cu®*"yi
redikleyebilir. Ancak 10 uyM’tin Uzerindeki H,O, konsantrasyonlarinda enzim
irreversible olarak inhibe olmaktadir. In vivo kosullarda stiperoksit radikalinin
kendisi H>O ile yarisa girerek bu inhibisyonu énilemektedir (78,79).

2.4.1.2. Mn igeren SOD (Mn-SOD)

Okaryotik hiicrelerin mitokondri matrikslerinde ve cesitli bakterilerde
bulunan bir enzimdir. Bakteriyel enzim esit biylklikte iki alt birimden olusur
ve her alt birim bir Mn®* icermektedir. Molekl agirig 40000 Da civarindadir
(80). E coli'de bulunan Mn-SOD bakterinin anaerobik gelisimi esnasinda ¢ok
nadir olarak Uretilir. Fakat bakterinin oksijenle temasi sonucu bu enzim
uyarihr. Ayrica intraseltler Oy Uretimini arttiran maddeler de bu enzimin
aktivasyonunu arttirirlar (74).

Mitokondriyal enzim ise dért alt birim iceren ve molekil agirligi 80000 Da
olan bir tetramerdir (80). Enzim kloform, etanol ve %2’lik sodyum dodesil
sulfat tarafindan inhibe olur. Siyanir ise bu tiir bir etki géstermez (81).
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2.4.2. Katalaz (KAT)

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

Subiinit agirh§ yaklasik olarak 60 kDa'dir. Bu enzimlerin H,O,'ye karsi
Km’leri milimolar diizeyinde oldugundan ozellikle yuksek
konsantrasyonlardaki H.O;'lere karsi miicadelelerde ¢ok etkilidirter (74).

KATALAZ
H,O; + H,0, » 2H,0 + 0O,

Bu fonksiyonu glutatyon peroksidazinkine benzer ancak bu enzimlerin
farkli substrat afiniteleri vardir. Dlstk H,O, diizeylerinde aktif olan enzim
GSH-Px iken yiksek H,O, diizeylerinde ise katalaz aktiftir. Katalazin
dokudaki dagihmi siiperoksit dismutaz gibi genistir. Enzim aktivite diizeyleri
dokular arasinda degisiklik gésterdigi gibi hicrenin kendi iginde dahi
farkliliklar s6z konusudur. Karaciger, bébrek ve kirmizi kan hicrelerinde
yuksek dizeyde katalaz bulunmaktadir. Hepatositler icinde mikrozom ve
sitozolde az da olsa katalaz aktivitesi bulunmasina ragmen katalazin asil
olarak bulundugu yer peroksizom organelidir (45). Memeli katalazi metanol,
etanol, nitrit formik asit gibi ufak molekullere karsi peroksidaz aktivitesi de
gosterebilmektedir. Katalaz sikica baglanmis ve yapisindaki inaktif Fe**
birikimini énleyici gérevi olan NADPH icerir (74).

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

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Bir ¢ok canl intraselller sitozol ve mitokondrial matriksde glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) igerirler. Bu enzim H,O, ve organik hidroperoksitleri
asagidaki gibi rediikte eder (45). Memeli hlicrelerinde lipid peroksidasyonuna
karsi en etkili savunma redikte glutatyon (GSH) varligina baglidir ve GSH-Px
hiicrenin oksidatif hasara kargl korunmasini saglar (65).
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GSH-Px
2GSH+HZ0; +» GSSG +2H,0

GSH-Px
2GSH+ ROOH » GSSG +H,0+ROH

Selenyum (Se) bagimh GSH-Px, aktivitesi icin Se'ye ihtiya¢ duyar. 23
kDa'lik tetramerik bir proteindir. Mol basina 4 atom Se icermekte ve aktif
bélgesinde de selenosistein bulunmaktadir. Enzimin selenolat formu aktiftir.
Peroksitleri alkole rediiklerken, kendisi selenenik aside oksitlenir. Redikte
glutatyonun reaksiyona girmesi ile enzim, selenosiilfit sekline déniigir. Ikinci
bir glutatyonun selenosiilfite eklenmesi ile glutatyon okside formuna gecger ve
enzim aktif durumuna geri doner. Uzun sireli Se eksikligi tum dokularda
GSH-Px aktivitesinin dismesine yol agar (50,83). Fosfolipid hidroperoksit
GPx (PHG-Px) bir diger selenoproteindir. Molekul agirligr 20000 Da’un
tzerinde olan monomerik bir enzimdir. Aktif bolgesinde bir Se atomu
tasimaktadir. Membran bilesiklerinin hidroperoksitlerinin rediiksiyonunda
primer goérev yapan sitozolik bir enzimdir. Fosfolipidlerin hidroperoksit
derivelerini alkol derivelerine rediikte eder (84).

Plazmada bulunan GPx'in hicre iginde bulunan GPx'ten farklidir. Bu
enzim de Se igermektedir ancak glutatyona olan afinitesi on kat daha azdir.
Cu®**, Hg** ve Zn** bu enzimi tamamen inhibe eder. Bu enzimin gérevi
ekstraseliler H,O,'ye karsi koruma ve glutatyon transportunu saglamaktir
(85).

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

2.4.5. Tiyoller

Tiyol veya siilfidril terimi, SH gruplarini kastetmektedir. Biyolojik tiyoller,
sUlfur metabolizmasi Grinleridir. S-H baginin fiziksel 6zellikleri, reaktivitesine
ve kimyasal 6zelliklerine yon verir. Biyolojik agidan; pK, redoks potansiyeli ve
serbest radikal olugturma kapasitesi, tiyol biyokimyasinin anahtar noktalardir
(87).

Huicrede birgok biyolojik ve farmakolojik-toksikolojik olaylar, sinyal iletimi
ile iligkili olan tiyol-redoks degisiklikleri aracilifiyla gerceklesmektedir. N-
asetil sistein, penisilamin, merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve kaptopril
gibi farmakolojik olarak reaktif ajanlarin gelistiriimesi ile, bu ajanlarin bazi

31



spesifik ozellikleri gézlenmigtir. Bazi sulfur igeren ajanlar, antioksidan
ozelliklerinden dolayl tedavide kullaniimaktadir. Tiyoller, doku hasarini
onlemek igin proteinaz inhibitérlerinin oksidasyonunun baskilanmasinda
kullaniimaktadirlar. Okside olduklarinda sulfidril gruplar kalsiyum salinimina
neden olmaktadir (87).

24.6. Glutatyon (GSH)

1988 yilinda ilk kez tanimlanan glutatyon (GSH) memeli hicrelerinin
timinde ve bol bulunan protein olmayan tiyoldur (88). Glutatyon, memeli
hicrelerinde bulunan bir tripeptiddir (42). Glutatyon inflamasyonun
dizenlenmesinde, immun cevapta ve hiicre canliiyinda redoks durumunun
korunmasinda bir antioksidan olarak hayati rolleri vardir (42).

Insanlarda GSH'in normal diizeyi plazmada 10-30 uM, idrarda 1-3 uM,
bébrek proksimal tubtilde 3mM ve c¢esitli organlardaki timérlerde 1-10 mM'dir
(88). Glutatyon‘in hemostazisin korunmasi hem de nova sentezi hem de
kurtarma sentezi ile olur ve bu birbiriyle ilikili yolaklari gerektirir (88).

Glutatyon'un hicrelerin oksidatif stresten korunmasinda ¢ok ©nemli
rolleri vardir. Glutatyon, H ve lipid peroksidazlari rediikleyici bir ajandir ve
ayni zamanda konjugatlardan GST katalizli ya da spontan olusan elektrofilik
bilesikleri inaktive eder. Redikte glutatyonun okside formu olan glutatyon
distlfit (GSSG)'e orami hicresel redoks durumunun bir yansimasidir.
Oksidatif stres esnasinda GSH reduktazlariyla GSH'In oksidasyonu GSSG
rediksiyonundan daha hizlidir. Disiik hiicresel GSSG konsantrasyonlarinin
korunmasi ve yiksek GSH diizeyleri homeostazis icin 6nemlidir (89). Normal
sartlarda glutatyonun ¢ogu serbest GSH olarak bulunur. Glutatyon disulfitin
sitozoldeki miktan ¢ok dustktur. Genellikle GSH igeriginin %1-3 kadar
GSSG'dir (42).

2.5. Camptothecin

Camptothecin, nyssaceae ailesinden olan camptotheca acuminata adli
bitki den izole edilmis olan bir bitki alkoloididir (4,5). camptothecin 1960'l;
yillarda National Cancer Enstitiis ilag kontrol programinda timér hicrelerine
kars aktif oldugu saptanmistir. Bu ilacin etki mekanizmasi 1980’li yillarin
sonuna kadar aydinlatimamis olmasina ragmen 1970'li yillarda Kklinikte
kullaniimak t1zere sunulmustur. Ancak ilacin beklenmedik toksisiteleri ve faz
2' deki sinirh etkisi nedeniyle ileri aragtirmalar yapiimis ve suda daha fazla
eriyip daha az toksik olan camptothecin analoglan tretilmigtir. Bu analoglar
arasinda topotecan da yer almaktadir (6). Camptothecin analoglari Tablo
2.8'de gosterilmigtir.

Camptothecin tlrevleri olan CPT-11 (irinotecan) ve topotecan
topoizomeraz 1 inhibitérleridir. Kultire edilmis memeli hiicrelerinde yapilmig
daha 6nceki galigmalar camptothecin’in hem DNA hem de RNA sentezini

32



inhibe ettigini ve krozomal DNA (izerinde geri déntisimlu kiriklar olugtugunu
gOstermistir (4).

DNA polimeraz inhibitérii olan apihidicolin ile hucrelerin 6nceden
muamele edilmesi ve camptothecin bu hiicreler lizerindeki sitotoksisitesinin
azalmasi, camptothecin’in S faz aktivitesi ile uyumiu oldugu gésterir (90).
Ancak replikasyon inhibitérlerinin kullanimi sonucunda DNA polimeraz
bagimli DNA tamir iglemleri de inhibe olabilir ve siklus igleyigini bozabilir (90).

Camptothecin tiirevleri ile yapilan kisa streli tedavi deneyleri sonucunda
hiicrelerin %80'den fazlasinin 6ldugu tespit edilmistir ve bu sonu¢ da
camptothecin'in  aslinda S faza spesifik olmadigini ortaya koymustur.
Camptothecin’e bagh DNA hasan S fazi disinda transkripsiyon esnasinda da
olabilmektedir (90).

Tablo 2.8. Camptothecin ve analoglar (91)

B, R, Ry
Camptotecin H H H
Topoteoan OH CHM(THg ) H
D-Aeminooemptoiecin H MHg H
Q, D
Irimabacin }}—ND—N H THyDH,
Q
5N-38 DH H CHCH,

2.6. Topoizomerazlar

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

DNA topoizomerazin fonksiyonel 6énemi bakteri, bitkiler, bazi virlsler,
tim malign ve normal okaryotik hicrelerde oldugu gibi her yerde bulunan
varhg ile gosterilmistir. Topoizomerazlar; DNA replikasyonu, transkripsiyonu,
rekombinasyonu ve tamiri gibi DNA zincir ayriimalariyla ilgili gogu hicresel
metabolik yollara katiimaktadir (93).

Topoizomerazlar DNA'yl ayirma sekillerine goére iki sinifa ayrilirlar,
Topoizomeraz 1 tek zincir zerinde gegici bir gentik yapip dider zincirin
centikten gegcmesine izin vererek DNA ¢ift sarmal yapisinin  agiimasini
saglar (93). Bu enzim ¢ift zincirli DNA'da enzim-DNA kovalent bagi
olusturarak enzimin tirozin aminoasidi ile DNA'nin 3’ fosfati arasina baglanir
(92). Topoizomeraz 2 ise DNA'nin her iki zincirinde de ¢entik olugturarak
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bagka bir ¢ift zincir DNA segmentinin bu ¢entikten gegcmesini saglamaktadir.
Topoizomeraz 2 replikasyon sonunda olusmus kardes molekillerin
ayriimasini saglamaktadir (91,93,94).

Topoizomeraz 1 enziminin transkripsiyonel, translasyonel ve post
translasyonel evrelerde diizenlendigi gosterilmigtir. In vitro kosullarda
topoizomeraz 1, enzim regulasyonu, fosforilasyonu, defosforilasyonu,
adenozin-difosforibozilasyonu gibi mekanizmalarda énemlidir (92).

2.7. Topotecan

Topotecan, 9- (dimetii amino) metil-10-hidroksi camptothecin’dir.
Topotecan yapisinda 9-altgrubunun camptothecin aktivitesinde yapmig
oldugu azalma 10-altgrubunun etkisi ile kompanse edilmigtir (93).
Topoizomeraz 1 enzimi DNA tek zincir zerinde kirik olusturup ¢ift zincirli
sarmal DNA'y1 ¢6zerek torsiyonal stresi azaltir. Bu gevseme reaksiyonu
esnasinda 106 tirozin grubu ile kinimig DNA zincirine ait 3 fosforil grubun
arasinda kovalent bir bag olusur ve protein-DNA c¢apraz bag meydana gelir.
Topotecan, DNA zincir reaksiyonunu 6nleyerek bu kompleksi stabilize eder
(Sekil 2.3). Stabilize olmus tgli kompleks ile replikasyon catali arasindaki
etkilesimler sonucunda tek zincir kingi ¢ift zincir kingina dénuserek hticre
6limine neden olur (95).

Topotecan in vitro kosullarda bir gok hiicre tipine kargi sitotoksik etki
g6stermistir. Topotecan'in spesifik etki gosterdigi hucre tipleri kolorektal,
meme, kiglik hucreli akciger karsinomu, over ve bébrek kanseri, akut
lenfositik I6semi hiicreleridir. Farelere inokille edilmis insan kaynakli timér
ksenogreftlerinden rabdomiyosarkom ve santral sinir sistemi tumorlerine
karsi da Topotecan bagarili aktivite gdstermistir (96).

Topotecan klinik uygulamada birgok kanser tedavisinde basari
gostermistir. Topotecan icin yapilan faz 2 caligmalarinda, meme kanseri,
kiiguk hucreli ve kugluk htcreli olmayan akciger kanserlerinde, kolorektal
kanseri, over kanseri ve servikal kanserlerde tedaviye olumlu yanitlar
alinabilmistir. Irinotecan, SN-38 ve Topotecan’a ait E-halka lakton yapisinin
pH badimh hidrolizi ile agik halkali hidroksi asit olugur (Sekil 2.2). Ancak
sadece asit ortamda degismeden kalabilen kapali lakton halka formu anti
tumor aktivitesi gosterebilmektedir. Bu ajanlar igin tercih edilen diliisyon
soliisyonu salinden daha asidik pH'a sahip olan %5 dekstrozdur. %5
dekstroz ajanlarin lakton halkalarinin hidrolizini yavaslatir. Fakat %5 dektroz
icinde verilse de sistemik olarak uygulanan ilag organizmada hizla hidrolize
olur ve ilacin yaklagik olarak sadece %50'si kapall lakton formunda
korunabilir (97). Analiz éncesi ilaca ait lakton halkasini stabilize etmek gok
zor oldugundan ¢odu arastirmaci lakton ve hidroksi asit miktarlarinin
toplamina esit olan total élgiimleri yapmaktadir (92). Irinotecan ve SN-38'in
temel metabolizasyon yolu bilier ekspresyondur yani Irinotecan ve SN-38
viicuttan safra yolu ile atilirlar. Topotecan ise bébrekler tarafindan metabolize
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edilir ve idrar yolu ile uzaklastinlir.

yolu ile atihr (97).
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Sekil 2.2, Camptothecin ve analoglarinin asidik pH’da lakton formundan hidroksi formuna

déniismesi (98). a

TOPOISOMERASE 1

DHA

HEPLIGATICN

TOPOSOMERASE 11

MU TAGENESIS ’ ERCOMBINATION

CELL

DEATII

th‘l 7

Sekil 2.3. Topoizomeraz enzim inhibit6rlerinin topoizomeraz 1 ve topoizomeraz 2 iizerine

etki mekanizmasi (99)
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Irinotecan ve Topotecan’in doz bagiml toksisitesi miyelosupresyondur.
Bu supresyondan en ¢ok etkilenen hicre grubu nétrofillerdir ve sonugta
nétropeni geligmektedir (100). Noétropeniye siklikla hafif bir trombositopeni de
eslik edebilmektedir. Topotecan kullanimi esnasinda bazen hafif diyare de
gelisebilmektedir (97).

Bazi olgularda hayati tehdit eden karaciger fonksiyon bozukluklarn da
bildirilmigtir. Daha hafif toksik etkileri arasinda ates, bulanti, kusma, mukozit,
diyare, rahatsizlik, sikinti, yorgunluk, basagrisi yer aimaktadir. Ginimizde
Topotecan’in faz 2 gallismalarinda degerlendiriimesi sonucu uygun gérilen
kullanim dozu 5 giin boyunca gunluk 1,5 mg/m?dir ve her 3 haftada bir bu
doz tekrarlanir (30,100).

2.8. Kanser ve Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tirleri hiicresel metabolizmanin potansiyel olarak tehlikeli
drdnleridir. Bunlarin hicre gelisimi, blylmesi, yagsami, yaglanma, ve kanser
gelisimi Uzerine direkt etkileri vardir. Reaktif oksijen tirleri tUm aerobik
organizmalarda 0retilir fakat bunlarin Gretimi iki tarafi keskin kili¢ gibidir.
Reaktif oksijen tirleri dusitk konsantrasyonlarda, hiicre buyUumesini
diuzenleyen rediksiyon-oksidasyon durumundaki sinyal transdiiksiyon yollari
ayrica buyume-farklilasma ile iligkili genlerin ekspresyonundaki degdisimler
icin gereklidir. Fakat bu metabolitierin asiri Gretimi hicre batinlaga ve
hayatiyeti icin gerekli yapilarin okside olmasimi ve hasara ugratiimasini
iceren 6limcul zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olur. Cogu timér
hicresi normal hiicrelere gére artmis metabolizma oranina sahiptirler ve bu
dogal olarak reaktif oksijen tdrlerinin artigina yol agar (101,102).

Radyasyon ve kimyasal karsinojen nedenli neoplastik hastaliklarin
gelisiminde serbest radikallerin ¢ok buyuk 6nemi vardir. Serbest radikal
iceren bir¢cok bilesim genomik hasarlara neden olarak neoplastik hastaliklarin
gelisimine neden olabilirler. Swartz karsinojenlerin  serbest radikal
mekanizmalart GOzerinden etkinlik gdsterdiklerini ileri sUrmustir. Bu
disuncenin temelinde ise iyonize radyasyonun biylk miktarlarda serbest
radikal Uretmesi vardir. Neoplastik siirecin indiiklenmesi; baslangig, ilerleme
ve geligme gibi cok asamal bir siregtir. Hem oksijen hem de organik serbest
radikallerinin tUmor gelisiminde etkili oldudu dustnulmektedir (45).

Reaktif oksijen tlrleri DNA zincir kiriimalanna, guanin ve timin
hasarlarina ve kardes kromatid degisimlerine neden olur. Bundan dolayi
ROS'un Uretimi hicrelerin genetik instabilitelerine neden olabilir. Genetik
instabilite malign potansiyelin artisiyla dogru oranti géstermektedir. TUmér
olusumunun tetiklenmesinde serbest radikallerin rolii gogu kez bildirilmigtir.
Codu tumor tetikleyicileri oksidan bir mekanizmayla is gérirler. Oniar direkt
kimyasal bir aktivasyonla, hiicresel metabolik prosessin degisimi ile ya da
indirekt kimyasal bir reaksiyonla serbest radikal tiretirler (103).
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Tumér hicrelerinde antioksidan stpiricti enzimler ile ilgili yapilan
calismalarda serbest radikallere karst savunma sistemlerinde zayiflamaya
yonelik bulgular tesbit ediimektedir. Tumér hicreleri gogunlukla azalmig Mn-
SOD, Cu,Zn-SOD ve KAT aktiviteleri sergilerler. Ancak timér ile serbest
radikaller ve savunma sistemleri arasinda bir iligki bulunmasina ragmen bu
iligki tam olarak kanittanmamigtir ve bu iligkinin kesin mekanizmasi da tam
olarak tesbit edilememistir (45,103).

Bu enzimler ayni zamanda hicre proliferasyonunda, timor
invazyonunda, malign hicrelerin ilag direncinde, tumér hicrelerinin
élumsuzligunde ve differansiasyon derecesinde énemli bir rol oynar (104).

Incelenen pek ¢ok malignanside katalazin dustk diizeyde ekspresyonu
gosterilmigtir ve bunun malign hicrelerdeki peroksizomal biyogenezin
bozulmasi sonucu olabilecegi belirtiimistir (105). Mavier ve arkadaglan G¢
hepatokarsinoma hiicresinde katalaz aktivitelerinin kontrole gére dustagtna
bulmuslardir (103). Ho ve arkadaslan katalaz aktivitesinin akciger kanserinde
azaldidint bulmuslardir. Bu azalmayr da tumér hicrelerinde katalaz
proteinindeki ve katalaz mRNA’sindaki azalmaya baglamiglardir (106).

Mn-SOD geni tumér supressoér geni olarak tanimlanmistir ve pek ¢ok
calismada Mn-SOD diizeylerinin disiik oldugu gosterilmistir (107). Bize ve
arkadaglarn total SOD ve Mn-SOD dizeylerinin spesifik aktivitelerinin tim
tumér homojenatlarinda, normal rat karacigeri ile karsilastinldiginda
azaldigini gézlemiglerdir (108).

Son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalarda ise kolon karsinom, tiroid
karsinom ve noéral orijinli timérlerde Mn-SOD’un ylksek dizeyleri
belgelenmigtir (107). Kahlos ve arkadaglarinin yapmis olduklan ¢alismada
malin mezotelioma hicrelerinin, saglikli plevral mezoteliumundan daha
yiuksek Mn-SOD ve katalaz dizeylerine sahip oldugunu géstermistir (105).
Oksidanlar hiicre proliferasyonunu arttirabilir ve bu durumda antioksidan
enzimlerdeki artis timériin blylmesini ve ilerlemesini azaltabilir (105).

Mn-SOD aktivitesinin kaybinin hiicre dizilerinin 6lumstziaga ile iligkili
oldugu bildirilmistir (104). Mn-SOD dlizeyinin in vitro olarak malign hiicrelerin
mitotik orani ile ters iligkili oldugu gésterilmistir (107).

Hem normal hem de timér hicrelerinde SOD aktiviteleri 6zellikle de Mn-
SOD aktiviteleri differansiasyonun derecesi ile iligkilidir. Tumér ne kadar
differensiye ise o kadar yliksek SOD aktivitesine sahiptir. Hem Cu,Zn hem de
Mn-SOD aktiviteleri Morris hepatomalarinda normal rat karacigeri ile
karsilagtinldiginda digik bulunmustur. In vitro olarak insan monositlerinde
differensiasyon esnasinda SOD aktivitesinde artig gézlenirken, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinde azalma gézlenmistir (104).
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Hucresel antioksidan savunma sistemleri birbiriyle iligkili digik ve
yiuksek molektler agirlikli birgok komponentden olusmaktadir.  Cesitli
antioksidanlar arasinda var olan dengenin organizmanin koruyucu kapasitesi
Uzerindeki etkisinin tek bir enzimin etkisinden daha énemli ve gigli oldudu
bildirilmistir (101). Akciger hucreleri tzerine yapilan 6nceki pek ¢ok
calismada ayri ayn uygulanmalarindan ziyade kombine olarak
kullanildiklarinda SOD ve KAT'In daha iyi bir oksidan savunma goésterdikleri
bulunmustur (105).

Genel olarak lipid peroksit konsantrasyonlari ile hicre proliferasyon
oranlart arasinda ters bir orantinin olduguna inaniimaktadir. Lipid
peroksidasyon orani ne kadar yiksekse hiicre bélinme orani da o kadar
diusuktir. Bu dlslnce tumdér hocrelerinin @ normal hicrelere gore
peroksidasyona daha direngli olmalariyla desteklenebilir.  Ayrica
Hepatomalarda tumoér blyime orani ne kadar yiksekse hicrelerin
mikrozomal fosfolipid igerikleri ve ansatiire serbest yag asiti diizeylerinin o
kadar dusiik oldugu gosterilmistir (109).

Morris hepatomalarina ait mitokondri ve mikrozomlardan elde edilmis
fosfolipidlerin serbest yag asit bilesimlerinin incelenmesinde tumér
htcrelerinin bllyime orani ne kadar yiksekse 16:1., 18:1, 18:2 serbest yag
asitleri o kadar fazla ve 4 ve daha fazla ¢ift bag iceren poliansature yag asidi
miktar ise o kadar duslktir. Cheeseman ve arkadaslan yapmis olduklan
calismada Novikoff hepatoma hucrelerinde lipid peroksidasyon oranlarinin
dustk olmasinin asagida belirtilen faktérlerin  kombinasyonuna bagli
oldugunu géstermislerdir (109).

a) Poliansatiire serbest yag asidi ve cyt P450 oranlarindaki disiklik
b) Yagda eriyebilen antioksidan ve a-tokoferol diizeyindeki artig

Tumor hiicrelerinde superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimleri cok az ya da hemen hemen yoktur. Buna ragmen bu hiicrelerdeki
lipid peroksidasyonunun az olmasinin nedeni bu hicrelerdeki yiksek o-
tokoferol diizeyi oldugu bildirilmistir (109).

Kaspazlarin -SH gruplarn onlarin katalitik aktiviteleri igin gereklidir. —
SH gruplan serbest radikallere maruz kalirlarsa inaktive olurlar. Melonoma
M14 hiicre dizisinde O, ve H,O, kaspaz inaktivasyonundan dolay! tumor
hticresinin yasamini uzatirlar (109). Rovere ve arkadaglan kanser
hastalarinin plazma ve eritrositlerinde glutatyon ve —SH gruplarini élgmusler
ve hem glutatyon hem de —SH duzeylerinde plazma ve eritrositlerde saglikli
kontrole gére anlamli dlsts bulmuslardir. Bu farkliig: ise hematik dokunun
serbest radikal aktivitesine kargi savunmasiyla iligkili oldugunu belirtmiglerdir
(110).
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MATERYAL ve METOD
3.1 Hiicre kiiltiiri

3.1.1. Hiicre Dizileri ve ilaglar

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

3.1.2. Hiicre kiltiirii ve hiicrelerin deneylere hazirlanmasi igin gerekli
cozeltiler

A) RPMI (Roswell Park Memorial Institute): 5.16 gr RPMI hassas terazide
tartildi ve 500 ml distile suda manyetik karistirici kullanilarak ¢ézulda. 500
ml'lik otoklova dayanikli sisede 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.
Laminer flow kabinde 5.125 ml steril 200 mM’lik L-Glutamin ve %7.5'luk
NaHCOj; ¢ozeltisi eklendi. Kullanilacagi zaman 50 ml steril, inaktive edilmis
FCS (Fetal Buzagi Serumu) ve 5 mi steril antibiyotik antimikotik ¢ozeltisi
eklendi. pH 6.9-7.2 arasinda olacak sekilde ayarlandi. RPMI +4°C'de
sakland.

B) 200 mM L-Glutamin g¢oézeltisi: 2.92 gr L-Glutamin hassas terazide
tartilarak, 100 ml bidistile suda ¢6zlldi. 0.22 mikron por capli filtrelerden
gecirilerek steril olmasi saglandi ve +4°C'de sakland..

C) FCS (Fetal Buzagi Serumu): 500 ml Sigma’dan temin edildi.
Kullanmadan o6nce 56-C’lik benmaride 30 dk bekletildi ve kompleman
sistem elemaniannin inaktive edilmesi saglandi. 50'ser mllik siselere
bsliinerek —20°C'de saklandi.

D) Antibiyotik antimikotik ¢c6zeltisi: Biological Industries’den 100 ml alind:.
Icinde 10.000 Gnite/ml penisilin G, 10 mg/ml streptomisin igermekteydi.
Kullaniimadigi stirece -20°C’de saklandi.

E) DMSO (Dimetil Siilfoksit): 100 ml Sigma’dan temin edildi. Oda Isisinda
saklandi.
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F) Hiicre dondurma g¢ézeltisi: 8 ml %10 FCS igeren steril RPMI besiyeri, 1
ml DMSO ve 1 ml Steril FCS steril bir ttipte kanstirildi. Bu solusyon hicreler
dondurulacag! zaman taze olarak hazirlandi.

G) Tripan Blue goézeltisi (%0.5°lik): Biological Industries’den hazir olarak
alindi. Oda isisinda saklandi. '

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

I) Proteaz inhibitér kokteyl: Sigma’dan hazir olarak alind. —-20°C'de
saklandi.

J) PBS (Fosfat tamponlu tuz) ¢ézeltisi: 8 gr NaCl + 1.15 gr Na;HPO4 + 0.2
gr KH,PO, 1 It suda distile suda manyetik kanistirici ile karistirilarak ¢ézilda.
+4°C’de saklandl.

K) Ekstraksiyon tamponu: 100 mM K;HPO; ve 100 mM KH2PO,
¢oOzeltilerinden pH 7 olan bir tampon hazirlandi. 300 pl tampon, 1180 pl distile
su ve 20 ul proteaz inhibitor kokteyl karistirilarak ekstraksiyon tamponu
hazirlandi.

3.1.3 Hiicrelerin gogaltiimasi ve dondurulmasi

Hicreler 200 mM L-Glutamin, %7.5 NaHCO;, %10 FCS ve %1
Antibiyotik antimikotik ¢dzeltisi iceren steril RPMI besiyerinde 37°C’de, %5
CO; ve %95 nemlendiriimis hava igeren karbondioksit inkiibatériinde kultar
edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler hiicre yogunluguna goére 2-3 gunde bir beslendi
ve ¢ok yogunlastiklari zaman tripsinle yapistikiar flasktan kaldiriidi. Elde
edilen hiicre sispansiyonu steril bir tiipe alinarak 500-600 g'de 8 dk cevrildi.
Supernatan kismi steril bir sekilde uzaklagtirildi ve elde edilen pellet steril
RPMI ile suspanse edildikten sonra flasklara bélundu ve gogaltiimaya devam
edildi ya da daha sonra kullaniimak tizere 1.5 ml hiicre dondurma ¢ozeltisi
icinde go6zllerek cryo tupe alindi ve —80°C'de sakland.

3.2. Hicrelerin deney i¢in hazirlanmasi

Yeterli flask sayisi elde edildikten sonra hiicreler tripsinize edilerek
flasktan ayrildi ve santrif(j edildi. Elde edilen pelletlerin tuma birlestirildi ve
tum flasklara esit oranda dagstildi. Bu flasklardaki hicreler yeterli yogunluga
ulasinca bir kismi kontrol olarak ayrildi, bir kismina ise 100 ng/m! dozunda
Topotecan uygulanarak 24 saat 37°C'de, %5 CO,, %95 nemlendiriimis hava
iceren karbondioksit inkiibatériinde inkiibe edildi.

llagc uygulanmasi yapildiktan 24 saat sonra ilag uygulanan ve kontrol
flasklarindaki hticreler tripsinlenerek alindi. 500-600 g'de cevrilerek elde
edilen pellet PBS (fosfat tamponlu tuz) ¢ozeltisi ile 2-3 kez yikandi. En son
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ytkamadan sonra kalan pelletlere 1 ml PBS eklendi ve pipetaj yapilarak
ependorfa alindi. Ependorf santrifij edilerek kalan pellet deneylerde
kullaniincaya kadar —80°C’de saklandi.

Deney vyapilacagi zaman pellet ekstraksiyon tamponuyla pellet
yogunluguna gore dilie edildi. Hicreler Branson Sonifier 250 marka
ultrasonik parcalayicida 4x15’er saniye buz icinde homojenize edildikten
sonra ekstrakte edilerek 150 000 g'de 45 dk +4°C’de santrifiij edildi ve
slipernatandan deneyler yapildi.

3.3. Sitotoksisite Olgiimleri (111)

Hucreler tripsinize edilerek yapigsmis oldugu flaskin ylzeyinden kaldirildi.
Hucre sayimlarn igin %0.5 lik konsantrasyonda Tripan Blue, PBS iginde
¢Ozuldu. Tripsinize edilmis hiicre stispansiyonundan 0.2 ml alinarak bir tipe
kondu, Gizerine 0.3 ml RPMI eklendi, Gzerine %0.5 lik Tripan Blue ‘dan 0.5 ml
eklenerek kanistinidi. 5 dakika bekletildikten sonra, hemasitometrede
hiicreler sayilarak ml deki hiicre sayisi hesaplandi. 96 kuyulu mikroplak’lara,
her kuyuda 1x 10° hiicre olacak sekilde 100 pL hiicre siispansiyonu dagitildi.
24 saat 37°C de inkiibasyon sonrasi mikroplak’da kullanilan medyumlar
atilarak yenilendi. Topotecan’in 1 mg/ml konsantrasyonda ¢dziilmesiyle
hazirlanan stok soliisyondan 100 000 ng/ml den 0.5 ng/ml ye kadar giden
seri dilusyonlar yapildi. Topotecan her doz ¢ tekrarli olacak sekilde
kuyucuklara 10’ar uL konuldu. Herbir ilag i¢in hicre icermeyen ancak RPMI
ve ilag igeren kontroller de ayni plak'a uygulandi. Hiicreler 37°C inkubatérde
1 giin inkibe edildiler. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin canliigr MTT ( 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide ) kullanilarak
kolorimetrik olarak 6l¢uldi. Bu metodun prensibi; canli hicrelerin
mitokondrial dehidrogenazlari araciligi ile MTT'nin mavi bir formazan Urline
hicresel olarak indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olusan mavi rengin
yogunlugu hiicre canlihdinin bir élgutudar. Olgiim igin steril PBS iginde 5 mg/
mi ¢oztnmis ve filtre edilmis steril MTT ‘den her kuyuya 10’ar uL eklendi. 4
saat 37°C de bekletildi. Sonra her kuyuya 180 uL. DMSO eklenerek karistirildi
ve plak 1 gece karanlikta bekletildi. 630 nm dalga boyunda mikroplak
okuyucuda absorbanslar okundu. Hiicre ve ilag kuyularinin ortalama
absorbans degerlerinden ilag ve RPMI iceren kuyularin ortalama absorbans
degerleri gikartildi. Yasayan hicre ylizdesi; sadece hicre igeren kontrol
grubunun ortalama absorbans degerierinin ilaglarla inktibe edilen hicrelerin
ortalama absorbans degerleri ile karsilagtirimasiyla hesaplandi. Sonuglar %
kontrol olarak ifade edildi. Deney ¢ kere tekrarlandi ve 1Csgs ( hiicre
proliferasyonunu %50 inhibe eden konsantrasyon ) diizeyi; 100 ng/ml olarak
bulundu. Topotecan deneylerde bu konsantrasyonda hazirlanarak kullaniidi.
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Sitotoksisite Grafigi
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Sekil 3.1. Farkh konsantrasyonlardaki Topotecan'in MCF-7 hicreleri Uzerine sitotoksik
etkisi

3.4. Yontemler

3.4.1. Protein Tayini (112)

Prensip

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

Reaktifler

1)1 N NaOH
2) D Reaktifi: a) %2’lik Na,CO3 anhidrit (10 ml)

b) %1’lik CuSO4 (0.1 ml)

¢) %2'lik Na-K tartarat (0.1 ml)
3) Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) Reaktifi : Sigma’dan hazir olarak temin edildi.
1 kisim distile su/1 kisim FCF reaktifi olacak sekilde dillie edilerek kullanildi.
4) Protein Standarti i¢in 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 g/L
dilisyonlarda Bovine Serum Albumin (BSA) ¢6zeltisi kullantldi

42



Prosediir

Kér Standart Numune
Distile Su (ml) 0.1 _ _
Standart (ml) . 0.1 _
Hucre (ml) _ . 0.1
NaOH (ml) 0.1 0.1 0.1
D Reaktifi (ml) 1 1 1

20 dakika oda isisinda karanlikta inkiibasyondan sonra

Dilie FCF Reaktifi (ml) 0.1 0.1 0.1

30 dakika oda isisinda karanlikta inkiibasyondan sonra

Distile Su (ml) 2 2 2

Numunelerin ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin
absorbanslan 750 nm’'de kére karsi 6l¢ildi.

Protein Standart Grafigi

0,45
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0,25
0,2
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0,1
0,05

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (g/L)

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

Prensip

Cu,Zn-SOD aktivitesi, Misra ve Fridovich'in yéntemine gére 6lgulda.
Epinefrinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olusur. Bu otooksidasyonun,
Cu,Zn-SOD ile inhibisyonunun yilizdesine gére, enzim aktivitesi hesaplandi.
Adrenokromun maksimum absorbans verdigi 480 nm’deki absorbans
degisikligi Cu,Zn-SOD inhibisyonuyla iligkilidir.

Gozeltiler

1) NayCO3;/ NaHCO3; tamponu (0.05 M, pH 10.2)
2) EDTA (0.075 mM)
3) Epinefrin (1.8 mM, pH 2)

Prosediir

Kontrol Numune
Tampon (ul) 550 550
EDTA (ul) 400 400
Hucre (ul) - 50
Distile su (ul) 50 -
Epinefrin (ul) 500 500

Ortama en son 0.5 ml epinefrin eklenerek hemen karistirildi ve 480
nm'de +30°C’de tampon kériine karsi, numune ve kontrol tiplerindeki
absorbans degisimi 3 dakika boyunca izlendi.

Standart hazirlanmasi

20 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.4) icinde 0.0625, 0.125, 0.25 ve
0.5 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan Cu,Zn-SOD (Bovine eritrosit SOD,
Sigma) standartlari numune gibi ¢alisildi. Tim standartlar cift caligilarak
ortalamalari alindi. Konsantrasyon absorbans (% inhibisyon) degerleri
arasinda yapilan regresyon analizinde:

Konsantrasyon (ug/ml)= [ (% inhibisyon x 0.0202) - 30.18 1/ 35.11
seklinde bir iliski saptandi. Korelasyon r = 0.98 olarak bulundu.

Aktivitenin Hesaplanmasi

Kontrol tiplnde enzim olmadidt i¢in, epinefrin kolayca nonenzimatik
olarak adrenokroma oksitlenir. Bu nedenle kontrol tlpindeki inhibisyon
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ylzdesi sifirdir. Standart ve numune tiplerindeki inhibisyon yiizdesi, Cu,Zn-
SOD konsantrasyonuna bagh olarak degisir.

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

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

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

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

Numunenin % inhibisyon degeri bulunduktan sonra, bu degerler standart
calismasi ile elde edilen formiide yerine konuldu. Sonuglar %g prot
cinsinden verilecegi icin, numunenin son hacimdeki proteini hesaplandi ve
oranti kurularak %g prot i¢in enzim aktivitesi bulundu.

3.4.3. Katalaz (KAT) Aktivitesinin Tayini (85)

Prensip

KAT aktivitesi, Aebi’'nin metoduna goére 6lglldii. Bu metod, H,O'in KAT
tarafindan O2 ve H,O’ya pargalanmasi sirasinda, H,O2'nin absorbansinin
azalmasinin 240 nm’de 6l¢iim{ esasina dayanir.

(€240: 0.00394 + 0.0002 mmol™ mm™).

Cozeltiler

1) Fosfat tamponu (50 mmol/l, pH 7.0)
KH2PO4 ve Na;HPO4 kullanilarak hazirland.
Fosfat tamponu +2°C’de stabildir.
2) Hz0; (30 mM): Fosfat tamponu iginde taze hazirlandi.

Prosediir

Koér Numune
Fosfat tamponu (ul) 2100 -
Hucre (ul) - 1400
H207 (ul) - 700
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Reaksiyon, H,O, eklenmesiyle baslatildi. Baslangic absorbansinin (A),
0.500 civarinda olmasina dikkat edildi. 15 sn boyunca absorbanslar
kaydedildi.

Aktivitenin hesaplanmasi
k=2.3/Atx log (Ag/As) s

k=2.3/15x log (Ag/Ass) = 0.153 x log (Ao /Ass) s~ (ml)
Litredeki k dederi hesaplanacagi i¢in ¢ikan sonug 1000 ile carpildi.
k =153 x log (Ag/As) 'L

k : Birinci dereceden reaksiyonun hiz sabiti
Ao 0. sn’deki absorbans degeri
Ais : 15. sn’deki absorbans degeri

Bulunan deger dilisyon faktorii ile carpildi. KAT'in aktivitesi k/g prot
olarak belirlendi.

KAT aktivitesi (k/g prot) = [ log (Ag/A1s) ]/ 50 x 382500

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

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

Prensip

Se-GSH-Px aktivitesi, Paglia ve Valentina’nin enzimatik y&ntemi
modifiye edilerek tayin edildi. Birinci agamada GSH, Se-GSH-Px tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla, t-bltil hidroperoksit (t-BuOOH) kullanilarak
okside edilir. lkinci asamada, ortama eksojen olarak eklenen glutatyon
rediktaz (GR), yine ortama eksojen olarak eklenen NADPH'1 kullanarak
okside glutatyonu (GSSG) yeniden redikler. Sonugta 340 nm’deki NADPH
absorbansindaki azalma élglur.

Cozeltiler

1. Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.2); K;HPO4 ve KH2PO, kullanilarak
hazirlandi. Tampon kahverengi sisede, +4 °C’'de 1 yil stabildir.
2. Reaksiyon karigimi
EDTA (0.3 mM)
NADPH (0.1 mM)
GR (0.5 U)
NaN3 (0.5 mM)
2.21 mg EDTA, 1.666 mg NADPH, 14 mg GR, 0.65 mg NaNs tartilip 15
ml fosfat tamponunda ¢ézuldi.
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3. Redikte glutatyon (GSH): 0.0015 g GSH 2 ml tamponda iginde
¢c6zulda.
4. t-BuOOH: 54.78 ul / 100 ml olacak sekilde distile suyla hazirlandi.

Prosediir

Her hiicre soliisyonundan GSH igeren GSH (+) ve GSH icermeyen GSH
(-) olmak Gzere ikiser deney tlp hazirlandi.

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

t-BuOOH eklenmesiyle her numunede 340 nm’de 37°C'de GSH (+) ve
GSH (-) deneylerinin 3'er dakikalik él¢timleri yapildi.

Aktivitenin hesaplanmasi

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

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

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

[(GSHb (+) AOD - GSH (-) AOD)] x 10° / 6.22 x prot® x hiicre solisyonu
hacmi

a%g b: ul hiicre sollisyonu / ml reaksiyon karigimi

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

3.4.5. MDA Tayini (115)

Prensip

MDA tayini Wasowicz, Neve ve Peretz'in metoduna gére yapildi.
Metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir Griint olan MDA’nin, 2-
tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olugan bilesigin bitanol
fazina ekstrakie edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon'da
spektrofluorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.
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Cozeltiler

1) 2-Tiyobarbittrik asit (TBA) (29 mM): 8.75 M Asetik asit icerisinde
hazirtandi.

2) Hidroklorik asit (HCI) (5 M)

3) n-Bitanol

4) 1,1,3,3-tetrametoksipropan (Malonaldehid bis [dimetil asetal]) standart
solusyonu, 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi.

Prosediir

Deney
Hucre (ml) 0.05
Distile su (ml) 1
TBA (ml) 1

Tum tupler 1 saat boyunca +100°C’de kaynatildi. 1 saat sonunda tipler
musluk suyu altinda sogutuldu.

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

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

Numunelerin MDA igerikleri standart grafiginden hesapland:.
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.3. MDA standart grafigi

Numunelerin degerlendiriimesi standart grafigine goére yapildi. Ayni
numunelerden Lowry metodu ile protein 6lgima yapilarak MDA seviyesi
nmol/mg prot olarak verildi.

3.4.6. Protein Karbonil Gruplan Tayini (116)

Prensip

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

Protein-C=0 + H;N-NH-2,4-DNP———— Protein-C=N-NH-2,4-DNP + H,0O

Cozeltiler

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

3) Triklorasetik asid (TCA, %10)

4) Triklorasetik asid (TCA, %20)

5) NaOH (1 M)
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Prosediir

500 pl hiicre soliisyonu 500 ml %20 TCA ile karigtirildi. 14000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildikten sonra silpernatan dékuldi. Pelet 500 pl 10 mM
DNPH (2 N HCI iginde +50 °C’de ¢ézilerek hazirlandi.) ile karnistinldiktan
sonra karanlikta oda isisinda 1 saat bekletiidi. Her 10 dakikada bir
vortekslenerek peletin DNPH ile reaksiyonu saglandi. 1 saat sonunda 500 pl
%20 TCA ile kanstinldiktan sonra 2-3 dakika oda isisinda bekletildi. 14000
rom’de 3 dakika santriflij edildikten sonra slpernatan dékildia ve ayni islem
%10 TCA ile 3 defa tekrarlandi. Presipitat 2 ml NaOH iginde 37°C'de 30
dakika bekletilerek ¢6zlldi. Numunenin absorbansi NaOH kériine karsi 360
nm’de okundu.

emax=22000 M cm™ kullanilarak sonuglar pmol /L olarak hesaplandi.

Numunelerden Lowry metodu ile protein o6lgimi yapilarak salfidril
seviyesi umol/g prot olarak verildi.

3.4.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini (117)

Prensip

GSH duzeyleri Fairbanks ve Klee'nin metoduna goére olguldia. 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), bir distifid kromojendir ve sulfidril
bilesikler ile indirgenerek koyu sari bir renk verir. Redikte kromojenin
absorbansi 412 nm'de 6lgular.

GCozeltiler

1. Presipite edici solisyon: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 0.20 g
disodyum EDTA ve 30.0 g NaCl tartildi, bir miktar distile suda
cozuldukten sonra hacim 100 ml'ye tamamiandi. Bu sollisyon +4°C’'de
3 hafta dayaniklidir.

2. Fosfat solusyonu (Na;HPO,4) (0.3 M): Sollisyon, +4 °C'de uzun sire
stabildir.

3. DTNB soliisyonu: 40 mg 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB), 1g
/dr'lik sodyum sitrat soliisyonu ile ¢ézlildikten sonra hacim 100 mlye
tamamlandi. Bu solisyon +4°C’de uzun siire dayaniklidir.

4, GSH standartlan: 10 mg GSH tartildi ve distile suyla 10 mlye
tamamlandi (100 mg/dl). Bu standarttan 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/dl olacak
sekilde diltisyonlar yapildi. Bu soliisyonlar giinliik hazirlandi.

Prosediir

200 pl hucre tzerine 1800 pl distile su eklenerek hicre diliie edildi.
Bunun Gzerine 3 ml presipite edici solisyon eklenerek karistiriidi. 5 dakika
oda isisinda bekietilerek, filtre kagidindan slzlldli. Elde edilen filtrata
asagidaki yéntem uygulandi.
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Koér Numune Standart
Filtrat (ul) - 500 -
Presipite edici (ul) 300 - -
Distile su (ul) 200 - -
Fosfat tamponu (ul) 2000 2000 2000
DTNB (ul) 250 250 250
Standart (ul) - - 500

Koér ve numune tupleri kanstinir ve 4 dakika igcinde 412 nm’de
absorbanslar okundu. Numunelerin protein degeri 6l¢tild.

Standart Caligmasi

Daha 6nce tanimlandi§i sekilde hazirlanan standart sollsyonlan ile
yapilan dlgiimler sonunda elde edilen absorbans degerleri ile konsantrasyon
degerleri arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda;

GSH standart grafigi

Absorbans
o o o
1N (e)] o

o
N

o

0 2 4 6 8 10

Konsantrasyon (mg/dl)

Sekil 3.4. GSH standart grafigi

Konsantrasyon= [ (OD/ 0.0706) + 0.29 ] seklinde bir iligki ortaya konuldu.
(korelasyon: r=0.99 )

Ortamdaki prot dederi hesaplanarak sonuglar prot basina olacak sekilde
ayarlandi ve GSH mg/g prot seklinde belirlendi.
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3.4.8. Siilfidril Gruplari (SH) Tayini (118)

Prensip

Koster, Biemond ve Swaak'in metoduna goére yapildi. Proteinlerin
sulfidril gruplar, bir distlfid olan 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNBY)'i
indirgeyerek, koyu san renkte kromofor olusturur. Olusan kromoforun
absorbansi 412 nm’de okunur.

Cozeltiler

1. 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (2 mM)
2. Potasyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.4)
3. Sodyum sitrat (%1)

Prosediir

100 ul numune, 1500 ul fosfat tamponu ile karistinidi. 400 ul DTNB
(sodyum sitrat iginde ¢o6zulur) ilave edildikten sonra 5 dakika 37°C’de
bekletildi. Numunelerin absorbansi 412 nm’de reaktif kérine karsi okundu.
Sonuglar €max : 13600 M cm™ kullanilarak pmol / L olarak hesaplandi.

Numunelerde Lowry metodu ile protein élgimi yapilarak sulfidril seviyesi
umol/g prot olarak verildi.

3.5. istatistiksel Analizler

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

3.6. Geregler ve Kimyasal Maddeler

3.6.1. Geregler

Ultrasantrifiij : Beckman
Laminer flow : Heraeus
CO; inkibatora : Heraeus
Inverted mikroskop : Olympos
Otomatik pipetor : Drummond
Etav : Heraeus
Otoklov : Harvey
Sonikator : Branson
pH metre : Jencons
Hassas terazi : Gec Avey
Magnetik karistirici : lkamag RH
Derin dondurucu : Sanyo
Dondurma tipi : 2 ml'lik cryo tup

Spektrofotometre

: Schimadzu UV 1601
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Spektrofluorometre : Schimadzu RF-5000

Su banyosu : Precitherm PFV Boehringer-Mannheimé Nive
Hassas terazi : Sartorius 2472

Buzdolabi . Ariston No-frost

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

Cam pipet 01,2, 5ve 10 milik

25, 75 cm?lik steril hiicre doku kulturt flasklar
Cam balon jojeler, beherler, erlen mayerler, huniler, mezirler
Santrifgj tupleri, deney tupleri, siizge¢ kagitlari ve ependorf tipler

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

4.1. Topotecan’in Cu,Zn-SOD’a Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda siperoksit dismutaz
dizeyleri kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli bir degisme
gostermedi (p>0.05). Kontrol ve topotecan uygulanmis gruptaki degerler
Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hlcrelerin Cu,Zn-SOD  aktiviteleri

(U/gprot).
Grup
n Ortalama + SD
(en disik-en yuksek)
Kontrol 6 47 765.5 £ 15 637.3
(29 248.7-67 591.1)
Topotecan 6 69 105.7 + 27 496.9
(37 406.8-116 782)
Cu,Zn-SOD
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KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.1. Topotecan uygulanmts ve uygulanmamis hiicrelerde stiperoksit dismutaz
aktiviteleri.
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4.2. Topotecan’in Katalaz Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda katalaz dizeyleri
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlaml bir artis gésterdi (p<0.05).
Kontrol ve Topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.2. ve Sekil
4.2 de gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hticrelerin katalaz aktiviteleri (k /g prot).

Grup
n Ortalama + SD
(en dustuk-en yuksek)
Kontrol 6 162.94 + 30.48
(135.64-207.82)
Topotecan 6 223.86 + 30.73%
176.98-255.33

p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hicreleri ile karsilagtinldiginda
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KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.2. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hlcrelerde katalaz aktiviteleri.
®0<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hucreleri ile
karsilagtirildiginda

V5. VORSEXBERETI oy
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4.3. Topotecan’in Glutatyon Peroksidaz Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda glutatyon peroksidaz
duzeyleri kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir artis gésterdi
(p<0.05). Kontrol ve topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.3. ve
Sekil 4.3.de gosterilmigtir.

Tablo 4.3. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hucrelerin glutatyon peroksidaz
aktiviteleri (U/g prot).

Grup n Ortalama + SD
(en dlsik-en yiksek)
Kontrol 6 7.26 £0.87
(6.19-8.69)
Topotecan 6 11.59 + 1.80°
(9.13-13.44)

®p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile kargilastiridiginda

GLUTATYON PEROKSIDAZ

GSH-Px aktivitesi (U/g prot)
(o]

KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.3. Topotecan uygulanmig ve uygulanmans hiicrelerde glutatyon peroksidaz
aktiviteleri.
?p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda
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4.4. Topotecan’in Glutatyon Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda glutatyon duzeyleri
kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir azalma gésterdi (p<0.05).
Kontrol ve topotecan uygulanmis gruptaki degerler Tablo 4.4. ve Sekil 4.4.de
gosterilmigtir.

Tablo 4.4. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hicrelerde glutatyon dizeyleri (mg/g
prot).

Grup n Ortalama + SD
Kontrol 6 46.00 + 10.99
(35.51-61.40)
Topotecan 6 28.30 +5.952
(20.87-34.50)

®p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile karsilastiriidiginda

GSH
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50,000 -

40,000 -

30,000 H

20,000 -

GSH diizeyleri
(mgl/g prot)

KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.4. Topotecan uygulanmig ve uygulanmamig hicrelerde glutayton dizeyleri.
®p<0.05 Topotecan ile muamele ediimemis kontrol hucreleri ile
karsilastiriidiginda
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4.5. Topotecan’in MDA Uzerine Etkisi
Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda MDA duzeyleri kontrol
grubuna gére istatistiksel olarak anlamli bir artis gésterdi (p<0.05). Kontrol

ve topotecan uygulanmig gruplarin MDA degerleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.5.de
gOsterilmistir.

Tablo 4.5. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis htcrelerde MDA diizeyleri (nmol/mg
prot).

Grup n Ortalama + SD
(en dusik-en yiksek)
Kontrol 6 0.44 +0.19
(0.17-0.64)
Topotecan 6 2,37 £0.32°
(1.97-2.93)

®p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile kargilastirildiginda

MDA

MDA diizeyleri
(nmol/mg prot)
=

KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.5. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamig htcrelerde MDA duzeyleri.

®p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hucreleri ile
kargilagtinldiginda
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4.6. Topotecan’in Siilfidril Diizeyleri Uzerine Etkisi
Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda sulfidril dizeyleri
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli bir azalma gésterdi (p<0.05).

Kontrol ve topotecan uygulanmis gruplarin sulfidril degerleri Tablo 4.6. ve
Sekil 4.6.de gosterilmigtir.

Tablo 4.6. Topotecan uygulanmig ve uygulanmamis hiicrelerde sulfidril diizeyleri (umol/g
prot).

Grup n Ortalama £ SD
(en dislik-en yiiksek)
Kontrol 6 5.60 + 1.07
(4.34-6.94)
Topotecan 6 3.08 +0.565%
(3.17-4.56)

?p<0.05 Topotecan ile muamele ediimemis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda
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Sekil 4.6. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hlcrelerde salfidril duzeyleri.
p<0.05 Topotecan ile muamele ediimemis kontrol hucreleri ile
karsilagtinidiginda
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4.7. Topotecan’in Karbonil Diizeyleri Uzerine Etkisi

Topotecan ile 24 saat muamele edilmis gruplarda karbonil duzeyleri
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamh bir artig g6sterdi (p<0.05).
Kontrol ve Topotecan uygulanmis gruplarin karbonil dizeyleri Tablo 4.7. ve
Sekil 4.7.de gosterilmigtir.

Tablo 4.7. Topotecan uygulanmig ve uygulanmamis hlicrelerde karbonil duzeyleri (umol/g
prot).

Grup n Ortalama + SD
(en diislik-en yiksek)
Kontrol 6 2.26 £ 0.59
(1.14-2.85)
Topotecan 6 4.37 +0.98°
(2.96-5.24)

p<0.05 Topotecan ile muamele edilmemis kontrol hiicreleri ile karsilastiriidiginda

KARBONIL

Karbonil diizeyleri (umol/g prot)
w

KONTROL TOPOTEKAN

Sekil 4.7. Topotecan uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerde karbonil diizeyleri.
%p<0.05 Topotecan ile muamele ediimemis kontrol hucreleri ile
karstlastirildiginda
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TARTISMA

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik gérllen ikinci kanserdir.
Geligsmis Ulkelerde ise en sik izlenen kanser tipidir (1). 20-59 yas araligindaki
kadinlarda élime en fazla neden olan kanser meme kanseri iken, 60 yas ve
Gzerindeki kadinlarda akciger kanseri birinci sirayl almaktadir (9). Kemoterapi
ya da endokrin terapinin lokal terapi sonrasinda ya da adjuvan olarak
uygulanmasi tim hasta gruplarinda yasam sirelerini uzatip kanserin yeniden
tekrarlanmasini geciktirecektir (13,21,30,38,39).

Topotecan meme kanserinde yeni ve umut verici ilaglar arasinda yer
almaktadir (30). Preklinik ve faz 1 g¢alismalan sonuglarina gére topotecan’in
metastatk meme kanserine karsi etkili oldugu gézlenmigtir. Faz 2
calismalarinda ise topotecan’in hastaligi stabilize edip, relaps stresini
uzattigi bildirilmistir (119). Topotecan'in meme kanseri diginda faz 2
calismalarinda 6zellikle over kanserleri basta olmak Uizere kiigik hiicreli ve
kiigik hucreli olmayan akciger, kolorektal, ve serviks kanserlerinde de etkili
oldugu gdsterilmistir (6). Ostrojen bagiml bir hiicre dizisi olan MCF-7 meme
kanseri hiicre dizisi direkt meme tumoériinden alinarak elde edilmis epitel
kokenli bir hiicre dizisidir. Apoptozise kaspaz 3 ve p73 eksikligi nedeniyle
direnglidir (90). MCF-7, pek ¢ok calismada sikga kullanilan ve meme
dokusuna ait bir ¢ok biyokimyasal ve endokrin karakteristiklere sahip, iyi
tanimlanmis bir hicre dizisidir (120). Tim bu nedenlerden dolayi biz de bu
calismada MCF-7 hiicre dizisini tercih ettik.

Bir camptothecin tiirevi olan topotecan bir topoizomeraz 1 inhibitéradar
ve camptothecin‘e gére daha az toksik olup, suda daha iyi ¢ézlinebilmektedir.
Topotecan’in topoizomeraz 1 ve DNA kompleksine baglanarak bu kompleksi
stabilize etti§i ve replikasyonu durdurdugu pek ¢ok ¢alismada bildirilmigtir
(4,6). Topoizomeraz 2 inhibitérii olan Epirubicin, Adriamicin gibi antikanser
ilaclarin sitotoksisitesi igin ikinci bir mekanizma olarak ROS olusumu
gosterilmistir  (121,122). Bunun yanisira topotecan’in analogu oldugu
camptothecinin ROS Urettiinin ve eksojen katalaz eklenmesiyle
sitotoksisitesinin azaldiginin gosteriimis olmasi bizi bu caligma igin
yonlendirmistir. Bugiine kadar topotecan hakkinda bu konuda herhangi bir
calisma yapiimamigtir. Biz bu ¢aligmanin bu agidi kapatacagina inaniyoruz.

Yapmis oldugumuz sitotoksisite deneyi sonucunda topotecan’in MCF-7
meme hticre dizisinde sitotoksik dozunu 100 ng/ml bulduk. Simdiye kadar
yapilan calismalarda IC50 dozu bizim bulmus oldugumuz dozdan daha
disik bulunmustur. ClUnkl hcreleri ilaca maruz biraktiklari stre daha
uzundur (123).
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Calismamizda topotecan’a 24 saat maruz birakilan hicrelerde ve
kontrollerde antioksidan dizeylerini 6l¢tiik. Superoksit dismutaz enziminde
anlamsiz bir artig gbézlenirken, katalaz ve glutatyon peroksidaz duzeylerinde
anlamli artiglar bulduk. SUperoksit dismutaz enzim diizeylerindeki artigin
oldukga fazla olmasina kargin bu artigin anlamsiz olmasi érnek sayimizin az
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hlicre i¢i antioksidan kapasitesindeki artig
topotecan’in hiicrede Uretti§i ROS’a karg! bir cevap olarak yorumlanabilir.
topotecan ile bu konuda yapilmis bir arastirmanin bulunmamasi nedeniyle
bulgularimizi karsilastirma olanagi bulamadik.

Diger antikanser ilaglanyla yapiimis birkag calismada Mn-SOD’un
sitotoksik ilaglarla indiklenmesi arastirilmigtir. Sanchez-Alcazar ve
arkadaslari yapmig olduklari ¢galismada Teniposid’in mitokondride Mn-SOD’u
upregile ettigini gostermislerdir (124). Akashi ve arkadaslari antikanser bir
ilag olan OK432'nin insan granilositlerinde Mn-SOD’un artisina yol acgtigini
gostermiglerdir (125). Das ve arkadaslann ayni zamanda Mn-SOD
mRNA’sinin protein kinaz badimli bir mekanizma ile sitotoksik ilaglarla
upregtle edildigini bildirmiglerdir (126). Epirubicin-HCI'in uygulandi§i HepG2
hiucrelerinde de Mn-SOD’un arttig1 gézlenmistir (127).

Spesifik H;O, sipuriiclisit olan katalaz, U-937 insan promonositik
hiicrelerinde etoposid (VP-16), camptothecin, doxorubicin (adriamycin) ve
cisplatin gibi antitimér ilaglarla olusan apoptozisi azaltmaktadir (128). Bai ve
arkadaslan HepG2 hucrelerinin mitomicin C ve VP16 gibi DNA'ya hasar
verici ajanlar ile inkibasyonlarindan sonra kontrol hilicrelerinde apoptozis
gozlerken, katalaz cDNA'’si iceren adenoviris verilmis hicrelerde
apoptozisin katalaz overekspresyonu ile inhibe edildigini gézlemiglerdir.
Ayrica katalaz overekspresyonu olan hiicrelerde p53'in degradasyonunun
arttigini gézlemiglerdir. Bu sonuglar katalaz diizeylerinin p53 upregilasyonu
yapan antikanser ilaglarin etkilerine karsi hiicresel direngte kritik bir rol
oynadigini géstermistir (129).

Sarvazyan ve arkadaglar elde ettikleri sonuglarla erigkin rat myositlerinin
artmig hicre i¢i oksidatif stresden korunmasinda Cu,Zn-SOD’un rollni
desteklemislerdir. |zole kardiyak miyositlerindeki Doxorubicin sitotoksisitesini
sUperoksit anyonunun olusumuyla aciklamiglardir ve hiicre i¢ci SOD aktivitesi
diizeyinin hiicre korunmasi igin édnemli bir faktér oldugunu ileri sirmuslerdir
(130). Doxorubicin analogu olan Epirubicin-HCl'in de HepG2 hicrelerinde
sUperoksit Grettigi, Cu,Zn-SOD'u arttirdii ve apoptozisi indiikledigi
gosterilmistir (127). Bu sonuglar bizim sonuglarimizla uyumiudur.

Sadzuka ve arkadaglar fare ve rat dokularinda bir camptothecin tirevi
olan CPT-11'in glutatyon peroksidaz ve lipid peroksidasyonu lzerine etkisini
arastirmiglardir. Calismalarinda lipid peroksidasyonunda kontrollere gére
fare kalbinde 1.5 kat rat kalbinde ise 1.3 kat artis gézlemiglerdir. Glutatyon
peroksidaz aktivitesi kontrollerin %64’linde azalmistir. Akcigerde ise lipid
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peroksidasyonu 2.5 kat artmis ve glutatyon peroksidaz duzeyleri %74
azalmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda CPT-11'in  kardiotoksik ve
pulmonotoksik olabilecegini énermislerdir (131). Bustamante ve arkadaslari
yapmis olduklar c¢aligmalarda MCF-7 meme kanseri hiicre dizisinde
Adriamycin’e maruz birakiimig hiicrelerde Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, KAT, GSH-
Px enzim aktivitelerinde bir artis gézleyememislerdir (132).

Roller ve arkadasglart g¢aligtiklan tum hiicre dizilerinde cisplatin ile
indiklenen hicre o6lumi ve Cisplatinin  akut sitotoksisitesinin N-
acetylcysteine, superoksit dismutaz veya phenyl-N-tert-butyl-alpha-
phenylnitrone antioksidanlariyla inhibe edildigini gézlemlemislerdir. llag
inkibasyonu sonrasinda ROS olugsumunu incelemisler ve Cisplatin
sitotoksitesinin  ROS olusumu ile indiklenmedigini ayrica buthionine
sulfoximine (BSO) ile indiklenen GSH tlketimiyle sitotoksisitenin
glclenmedigini gdstermislerdir. Ayni galismada uygulanan antioksidanlarin,
antikanser ilaglar olan BCNU, Doxorubicin, VM26, Vincristine, Cytarabine
veya camptothecin sitotoksiteleri Uzerine zayif bir etkilerinin oldugu
g6sterilmigtir (133).

Biz yapmis oldugumuz calismada topotecan ile 24 saat muamele
sonunda glutatyon ve siilfidril diizeylerini inceledik. Glutatyon ve sulfidril
dizeylerini 24 saat topotecan uygulanan grupta kontrol grubuna gére anlamii
olarak daha disuk bulduk. GSH ve silfidril diizeyindeki bu dusus hiicre igi
oksidatif stres artigini desteklemektedir.

Gomscik ve arkadaslar tarafindan MCF-7 ve MDA-MB 231 hiicrelerinde
bir glutatyon sentez inhibitérii olan buthionine sulfoximine ile glutatyonun
tiketiminin, camptothecin ve bunun tlrevleri olan SN-38, topotecan ve
CMMDC nin aktivitesini giglendirdigi bildirilmistir. Bunun nedeni BSO aracili
GSH tuketimi ile oksidatif stres diizeyinin artmasi ve relatif ROS artigi olabilir.
Bu durum camptothecin'in sitotoksik aktivitesini ROS araciligi ile gosterdigini
desteklemektedir. Ancak buthionine sulfoximine ile muamele edilmis
hicrelerde DNA protein capraz bagdlanmasindaki artislar GSH'in ayrica
camptothecin’in hiicresel hedefi olan topoizomeraz 1 (izerine etki ettigini de
distndtrmektedir. Oksidatif stresin ve relatif ROS artisinin hiicrelerde DNA,
protein ve lipid yapilarinda oksidatif hasara yol actigi bilinmektedir (134).

Baska bir antikanser ilag olan docataxel ile yapiimis galismada Geng ve
arkadaslari SMMC-7721 insan hepatoma hiicre dizisinde docetaxelin 24
saat uygulanmasindan sonra ROS diizeylerinde anlamh artiglar elde ederken
glutatyon diizeylerinin 6nemli 6lgiide azaldigini bulmuslardir (135).

Hug ve arkadaglan HEPG2 hepatoma hicrelerinin bleomisin ile
muamelesinin GSH tuketimini indikledigini ve bunun yanisira ROS {rettigini
bulmuslardir. Bu sonuglar bizim yapmis oldugumuz ¢alismanin sonuglariyla
uyumludur (136).
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Sawyer ve arkadasglar hamster akciger fibroblast hicreleri olan V79
hiicrelerinde buthionine sulfoximine indukli glutatyon tiketiminin artmig CPT-
11 hassasiyeti ile iligkili oldugunu géstermislerdir. V79 hiicrelerinin CPT-11'in
sitotoksik etkisine buthionine sulfoximine indikli hassasiyetinin DNA-
topoizomeraz 1 kompleksinin stabilizasyonundan bagimsiz bir mekanizma ile
meydana geldigini bildirmislerdir (137).

Cisplatin’e direngli kiiglik hicreli akciger kanseri hiicre dizisi olan
NYH/CIS ‘de camptothecin ve topotecan’a karsi ¢apraz direng gelistirmis
olmasinin, artmig glutatyon seviyelerine baglanabilecegini fakat
topoizomeraz seviyelerindeki degisimler gibi dijer agiklamalarin daha olasi
oldugunu bildirmiglerdir (138). Cisplatin hitcrelerde ROS olusturur ve
glutatyonun artisi bu ROS olusumunu inhibe ederek ilaca karsi bir direng
mekanizmasi gelistirebilir. Cisplatin’e karsi artmig glutatyon seviyeleri ile
direng kazanmig bir hiicre Topotecan’a karsi da direng gdsterebilir. Bu durum
topotecan’in sitotoksik etkisinde ROS aracili bir mekanizmanin olabilecegini
desteklemektedir.

Mans ve arkadaslari hiicresel GSH diizeyinin etoposide toksisitesinde
belirleyici bir faktér olabilecegini go&stermiglerdir. GSH tiketimi olan
hiicrelerde etoposide hassasiyetinin arttigini bildirmiglerdir (139).

Calismamizda 24 saat topotecan uygulanan grupta lipid peroksidasyon
arinGl olan MDA'nin ve protein oksidasyon {rtiini olan karbonil diizeyinin
artmis oldugunu goérdik. Bu sonuglar topotecan’in oksidatif stres
olusturdugunu desteklemektedir.

Poot ve arkadasglarinin yapmis olduklarni ¢alismada camptothecin
indUkli apoptozisin baslangi¢ fazinda mitokondrial aktivitenin arttigim ve
mitokondrial membranlarin yapisal butlnliklerinde kiigik oranlarda
kayiplarin oldugunu goéstermislerdir. Ayrica Frankly apoptotik hiicrelerinde
camptothecin’in mitokondrilerde pargalanma ve lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu bildirmistir (140).

Bustamante ve arkadaslari yapmis olduklarn ¢aligmalarda MCF-7 meme
kanseri hicre dizisinde adriamycin’e maruz birakilmis hicrelerde lipid
peroksidasyonunun arttigini gézlemlemislerdir (133). Bu sonuglar bizim
bulgularimizla uyumludur.

Mimnaugh ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢aligmada adriamysin
kaynakli serbest radikal saldinsi igin niikleer membran zarflarinin yapisindaki
polyenoic  fosfolipidlerin  6nemli  hedefler oldugunu  gbéstermeyi
amaglamiglardir. Bu g¢alismanin sonucunda nikieer membran lipidlerinin
peroksidatif hasarinin, hiicre ¢ekirdegdindeki biyokimyasal ve morfolojik

64



degisimlere katkida bulundugunu ve bu degisimlerin adriamycin
sitotoksisitesinde énemli bir rol oynadigini géstermislerdir (141).

Germain ve arkadaglan  doxorubicin  sitotoksisitesinde lipid
peroksidasyonunun major bir role sahip olup olmadigini anlamak igin insan
meme kanseri hlcre dizisi olan MDA-MD 231 hiicre dizisini doxorubicin ile
birlikte cesitli poliansatiire serbest yag asitleri ile inkibe etmiglerdir ve
serbest yad asitlerinin  doxorubicin’in  sitotoksisitesini  arttirdiklarini
g6zlemlemislerdir (142).

Ikushima ve arkadaslari iki ¢esit insan néroblastoma hiicre dizisinde bir
poliansatiire yad asidi olan gama linolenik asit (GLA) kullanilarak vinca
alkoloidleri grubundan vincristine ve vinblastine'in lipid peroksidasyon
potansiyellerini géstermek amaciyla bir calisma yapmislardir. Bu ¢alisma
sonucunda vinca alkoloidlerinin sitotoksik etkinliklerinin GLA eklenmesiyle 2
kat arttidi tesbit edilmistir (143).

Hardman ve arkadaslarinin yapmis olduklar ¢alismalarda atimik farelere
MCF-7 insan meme kanser hiicreleri inokile edilmistir. CPT-11 ile yapilan
tedavi ¢alismalarinda besinlerine balik yadi eklenmis olan fare gruplarinda
CPT-11’in etkinliginin atmis oldugu gézlenmistir (144).

Biz yapmis oldugumuz c¢alismada karbonil diizeylerini anlamh olarak
artmig, sulifidril dizeylerini anlaml olarak azalmis bulduk. Bu sonuglar
hiicrede reaktif oksijen radikallerinin artisini desteklemektedir. Bu konuda
topotecan ya da diger antikanser ilaglarla yapilmig bir calismaya
rastlayamadik. Reaktif oksijen radikallerinin proteinler tzerindeki etkisine
bagll gelisen kimyasal reaksiyonlar kompleks olup, daha henilz
tamamlanmamis birgok Grtinin olugsmasina neden olurlar. Proteinler
Uzerindeki oksidatif hasari en iyi protein karbonillerindeki (PCO) artig ile
protein tiyollerindeki (P-SH) azalis yansitmaktadir. Proteinler Uzerine olan
ROS ataklari sonucu histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi birgok aminoasit zarar
gorebilir. Bu aminoasitlerden birkagina ya da proteinlerin peptid yapilarinda
olusan hasar sonucu PCO Urinleri olugur (69).

Calismamizin o6ncuisti olan bagka bir projemizde topotecan’in ROS
urettigi gosterilmistir (145). Bu baglamda antioksidan-enzimlerin ylkselmesini
topotecan’'in ROS retmesine baglayabiliriz. Daha ©énce Gorman ve
arkadaslan tarafindan yapilan galigmada camptothecin ve bunun tirevi olan
SN 38in promyelocytic leukemia HL-60 hiicre dizisinde ROS wrettigi
bildiriimigtir (146). Simizu ve arkadaslari vinblastin ve camptothecin gibi
antikanser ilaglarin ROS Uretimiyle hiicrelerde apoptozisi indikledigini
bildirmiglerdir (147).
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Kanser tedavisinde kullanilan antrasiklinlerin sitotoksik etkilerini
gosterebilmeleri igin énerilen iki mekanizma vardir. Birinci mekanizma DNA-
topoizomeraz 2 kompleksini sabit hale getirerek topoizomerazin hiicre
icindeki gérevini yapmasina engel olurlar. lkinci mekanizma ise NADPH-cyt
p450 rediktaz veya diger flavin iceren enzimlerin metabolik aktivasyonu
boyunca bir elektron rediiksiyonuna girebilirler. Bu rediiksiyon semiquinon
serbest radikalini olusturabilir. Semiquinon ise O,°, OH' ve H,0, gibi reaktif
oksijen turlerinin olusumuna sebep olabilir (127). Codu kanserin tedavisinde
kullanilan adriamysin ve daunomisin gibi antrasiklinlerle yapilmis
calismalarda da ROS olusumu gdsterilmistir. Doroshow ve Sinha ilaglardan
oksijen radikalleri olusumunun bu ilaglarin MCF-7 hicreleri Uzerindeki
sitotoksik etkileriyle direkt iligkili olabilecegini bildirmislerdir. Hem Doroshow
hem de Sinha radikal sUplrtctlerin MCF-7 hiicrelerinde bu ilaglarin
sitotoksisitesini azalttigini  bulmuslardir. Bu g6ézlemler antrasiklinlerin
antitimor aktivasyonunda serbest radikal olusumunun énemli rol oynadigini
desteklemektedir (121).

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

Bu bilgilerin ve yapmis oldugumuz g¢alismanin isiginda topotecan’in ROS
uretmesini bu ilacin toksisitesi igin alternatif bir mekanizma olarak
Onerebiliriz. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda antikanser ilaglara karsi
gelisen direngten ilaglarin Urettigi ROS’a karst yilkselen antioksidan enzim
dizeyleri ve GSH seviyelerinin artisi sorumlu tutulmaktadir. Topotecan gibi
ilaclarin mekanizmasinin daha iyi anlasiimasinin tedaviye yeni stratejiler
getirecegine inaniyoruz.
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SONUGLAR

Bu galisma &strojen bagimli meme hiicre dizisi olan MCF-7 hicrelerinde
yapildi. Calismada topotecan uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) grup
olmak iizere iki grup kullaniidi.

1.

MCF-7 hicrelerinde topotecan’in sitotoksik dozu 100 ng/ml olarak
belirlendi.

Topotecan uygulanmis hlcrelerde siperoksit dismutaz aktivitesi
kontrollere gére anlamh (p>0.05) olmayan bir artis gdsterdi.

Topotecan uygulanmis hicrelerde glutatyon peroksidaz aktivitesi
kontrollere gére anlaml (p<0.05) olarak artti.

Topotecan uygulanmis hlicrelerde katalaz aktivitesi kontrollere gére
anlamli (p<0.05) olarak artti.

Topotecan uygulanmig hiicrelerde glutatyon diizeyleri kontrollere gére
anlamh (p<0.05)olarak azald.

Topotecan uygulanmis hiicrelerde siifidril dizeyleri kontrollere gore
anlaml (p<0.05) olarak azald..

Topotecan uygulanmis hiicrelerde karbonil dizeyleri kontrollere gére
anlaml (p<0.05) olarak artti.

Topotecan uygulanmis hiicrelerde MDA dizeyleri kontrollere gére
anlaml (p<0.05) olarak artti.
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