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1. GiRi

Kanser, giinlimiizde goriilme sikligi hizla artan, ciddi mortalite ve
morbiditeye sebep olan 6nemli bir saglik sorunudur. Kanser tanis1 almak, hasta ve
hasta yakinlar1 i¢in hayatlarinda hem maddi hem de manevi agidan bir¢ok
degisiklige yol acan, yasam kalitesini olumsuz etkileyen zorlu bir siirecin
baslangicidir. Kansere neden olan etkenlerin belirlenerek koruyucu ve erken tam
saglayicit yontemlerin gelistirilmesi, kanserli hastalarin tan1 ve tedavi siirecinin
maliyeti, is giicli kayb1 ve benzeri sorunlar dikkate alindiginda saglik hizmetleri
acisindan son derece 6nemli bir yere sahiptir.

Kanser olusumunu tetikleyen bir¢ok faktoriin varligi bilinmektedir. Bu
faktorlerden birinin de serbest radikaller (SR) oldugu kabul edilmektedir. Serbest
radikaller; lipidler, karbohidratlar ve benzeri makromolekiillere etki ederek ya
kendi radikalik ara iiriinlerini ya da oksijen ve/veya azot kokenli radikal yapili ara
tirtinleri olusturmaktadir. Buna benzer sekilde, radikallerin Deoksi Riboniikleik
Asit (DNA) yapisinda hasar olusturmak suretiyle kanser gelisiminin baslangig,

ilerleme/metastaz evrelerinde etkili olabildigi yoniinde degisik yayinlar vardir.

Bu arastirmada serbest radikal aracili DNA hasarina yol acarak, cesitli
organ ve dokularda karsinogeneze sebep oldugu bilinen N-nitrozodietilamin
ratlara verilerek, karaciger dokularinda DNA turn-over’inda gorev alan enzim
aktiviteleri arastirildi. Ayrica, son yapilan ¢alismalarda antioksidan, antimutajenik
ve antikanserojen etkileri ortaya c¢ikarilan fitokimyasal bir madde olan Ellajik
Asit’in (EA) DNA turn-over’inda gorev alan enzim aktiviteleri iizerine etkisi

yoniinden profilaktik ve tedavi edici etkiye sahip olup olmadigi incelendi.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1 Kanser

2.1.1 Kanserin Tanimi

Kanser, gen ekspresyonunda ¢oklu degisikliklerin sebep oldugu, hiicre
proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi ile ¢cevre dokulara
invaze olabilen, uzak organ ve dokulara metastaz yapabilen, 6nemli morbiditeye
ve eger tedavi edilmezse konagin Oliimiine neden olabilen, anormal hiicre
biiytimesidir. (1)

2.1.2 Kanserin Gelisimi ve Nedenleri

Kanser olusumunda en Onemli soru kanseri olusturan hiicresel
degisikliklere sebep olan etken ya da etkenlerin neler oldugudur. Eger bu
degisikliklerin gercek sebepleri bilinirse, kanseri iireten faktorlerin eliminasyonu
ile daha 1yi tedavi modalitelerinin gelistirilmesi saglanabilecek ve kanserin
onlenmesi gerceklesecektir. Kanserlerin insidans hizi, ¢evresel faktorler ve yasam

tarzi ile giiclii sekilde iliskilidir. (2)

Kanser gelisiminden sorumlu faktorler ekzojen ve endojen olarak

siniflandirilmistir. (3)

Ekzojen nedenler arasinda; diyet aligkanliklar1 (gidalarin saklanmasi ve
hazirlanmasi), sosyoekonomik diizey, yasam bi¢imi, fiziksel ajanlar (iyonize ve
non-iyonize radyasyon), kimyasal bilesikler (dogal ve sentetik), biyolojik ajanlar
(Helicobacter pylori, EBV(Ebstein Barr Viriis), HTLV(Insan T-Lymphotropic

Virus) I ve II, HPV(Insan Papiloma viriisii), HBV(Hepatit B Viriisii), Schistosoma



haemotobium, Clonorhis sinensis ve Opisthorchis vivarium) gibi c¢evresel

faktorler sorumlu tutulmaktadir. (3)

Asint alkol tiiketimi, tiitiin ve iliskili iirinlerin inhalasyonu, bazi gidalarin
tikketilmesi ve bunlarin mikotoksinlerle kontaminasyonu gibi sagliksiz yasam
bicimi aligkanliklar1 da yine ekzojen faktorler olarak, bazi neoplazi tiplerindeki

yiiksek insidanstan sorumludur. (3)

Endojen faktorler ise; immun sistem hasari, kesin olmayan etyolojiye bagh
inflamatuar rahatsizliklar (iilseratif kolit, pankreatit vb), genetik nedenler, yas,
endokrin denge ve fizyolojik sartlar1 kapsar. (3) Kanser insidansi ile ilgili
epidemiyolojik calismalar kanser gelisme riskinin popiilasyon gruplari arasinda

yasam bicimi aligkanliklarina bagl olarak farlilik gosterdigini ortaya koymustur.

3)

Popiilasyon go¢ii de yine belirli cografik bolgelerin tipik kanser tipleri

gelisiminde artisla kendini gosterir. (3)

Bazi meslek gruplarinda, calisma ortamindaki ¢esitli kimyasal maddelerle
belirli neoplazilerin gelisimi arasindaki iliski karsinogenezin biyopatolojik

siirecini daha iyi anlamaya yonelik deneysel model kavramina onciiliik eder. (3)

Cogu vakada kanser yaslanmanin sonucudur. Lésemiler ve sarkomlar gibi
cocukluk cagi malignansileri disinda kanser insidansi yagsla artar. Malign
kanserlerin biiyiik bir kismi DNA’nin yasam boyu ugradigi hasarlarin birikmesi
sonucu gelisir ve ortalama tan1 yas1 65°tir. Erigkinlerde sik goriilen ¢ogu solid

tiimor 45 yasindan sonra ortaya ¢cikmaya baslar ve kolorektal kanserde oldugu gibi

3



yasla logaritmik artis devam eder. Yasla tiimor insidansi artis1 ¢oklu hiicresel
hasar fikrini giindeme getirmistir. Bu hasarlarin ¢cogunun baglangicta DNA’daki
baz degisikligi ya da kromozomal hasardan kaynaklandig1r ve mutasyonel kokenli
oldugu diisiiniiliir. Tam olarak invaziv kansere progresyon icin coklu hasar olmasi
gerekir. Bu hasarlar; kimyasallar ve radyasyon gibi cevresel ajanlara genetik
yatkinliga, bakteriyel, viral, parazitik enfeksiyonlara ya da endojen olarak iiretilen

oksijen radikallerine bagl olarak meydana gelir. (2)

Kanserin belirli biiyiime karakteristikleri vardir. Bunlar kontrolsiiz sekilde

bliylime, cevre dokulara invaze olma ve metastaz yolu ile yayilimdir.

Neoplazik differansiasyon

Biiviime icin kendine Biiytime karsiti sinyallere
yeterli sinyal firetimi ‘\ kars: duyarsizlasma

Telomeraz ekspresyonu <f———  Neoplazik hiicre

!

Engellenmis apoptozis

Doku invazyonu ve
metastaz

/N

Limitsiz replikasyon

Artmis anjiogenez potansiyeli

Sekil 1. Malign bir hiicrenin o6zellikleri (3)

Mikroskobik olarak incelendiginde; kanser hiicrelerinin normal hiicrelere

gore daha az differansiye oldugu, biiyiik niikleus ve niikleolus gibi ayirici



ozelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Cogu kanser bir karsinojenin yaptigi
degisikliklere bagli olarak tek hiicre klonundan gelisir. Baslangictaki hasar ile
klinik olarak tespit edilebilen tiimoriin ortaya cikisi arasinda bazi vakalarda 20 yil
kadar uzun siirebilecek bir latent periyod vardir. {lk basta konagmn savunma
mekanizmalar1 tarafindan tiimor olusumu sinirlandirilabilir. Timor olusumu ve
progresyonu i¢in latent donem esnasinda hiicresel proliferasyon meydana
gelmelidir. Bu asamada tiimor hiicreleri konagin savunma mekanizmalarindan

kacabilmeli ve sonugcta biiyiiyen tiimor vaskiilarize olabilmelidir. (2)

Kanser hiicrelerinin genetik instabilitesi; siklikla daha agresif olarak
biiyliyen embriyonik fenotipin ozelliklerini tasiyan kotii differansiye hiicrelerle
karakterize tiimoriin ortaya ¢ikmasina onciiliik eder. Tiimor progresyonu sirasinda
baslangicta biitiin neoplazik hiicreler tek anormal hiicreden gelismesine ragmen
biiyliyen tiimorde ve metastazlarinda dikkate deger sekilde biyokimyasal
heterojenite goriiliir. Tiimoriin baslangi¢ ve progresyonunu agiklamaya calisan her

teori bu ilkeleri g6z oniinde bulundurmalidir. (2)

2.2. Kimyasal Karsinogenez

2.2.1. Kimyasal Karsinogenezin Tanimi

“Karsinojenik” kelimesi bir bilesigin uygun sartlar altinda insanlarda ve
hayvanlarda ¢esitli organ ve dokularda kanser gelisim siirecini baslatma kapasitesi

olarak tanimlanmustir. (4,5)

Karsinogenezin icerdigi farkli mekanizmalarin kesfi ile bu tanim su anda

yeterli degildir.



Deneysel bir bakis agisiyla, bir bilesik laboratuar hayvanlarina uygulandigi
zaman, bu maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hayvanlar ile
kiyaslandiginda bir ya da daha fazla histolojik neoplazi tipi insidansinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis1 indiikliiyorsa o bilesik karsinojenik

olarak degerlendirilmelidir. (6)
2.2.2 Kimyasal Karsinogeneze Tarihsel Bakis

Kanser ilk kez Hipokrat tarafindan dev yenge¢ anlamina gelen “Karkinos”
sOzcligli ile tanimlanmustir. Galen ise 2. yy’da neoplazi kelimesini bir viicut
alaninin dogal yapisinin aksine biiylimesi olarak ifade etmistir. (6) Edwin Smith
papiruslar1 17. yy’da memede sislikten bahsetmistir. Hayes’e gore, Ingiliz cerrah
Percivall Pott 1775’te cevresel maddelere maruziyetle kanser gelisimi arasindaki
sebepsel iliskiyi ilk kez tantmlamistir. Bu yazar Londra’da baca temizleyicilerinde
kurumla tekrarlayan lokalize kontaminasyon sonucu skrotum derisinde kanseroz
degisikliklerin olusumunu gozlemlemistir. Birka¢ yil sonra Danimarkali baca
temizleyicilerine boyle bir olusumdan kaginmak i¢in giinliik banyoyu tavsiye eden
bir rehber dagitilmistir. (3,7) 18. yy’da John Hill hastalarinda yiiksek oranda nazal
mukoza kanseri oldugunu saptayarak, bu durumu uzun siire lokalize enfiye
maruziyetine baglamistir. 1890’da Avrupa’da kimya ve kauguk sanayiinde ¢alisan
iscilerde mesane kanserinin goriilme sikliginda artis oldugu gozlenmistir. (3,7) 19.
yy sonunda bazi kimyasallara mesleki maruziyetin karsinojenik etkileri oldugu

kanitlanmustir. (3)



Sonraki 6nemli basamak bu hastaliklar1 deneysel ortamda olusturarak
sistematik arastirmalarin yapilmasi olmustur. Kimyasal karsinogenez iizerinde ilk
deneysel calisma 1915°te patolog Katsusaburo Yamagiwa ve asistan1 Koichi
Ichikawa tarafindan yiiriitiilmiistiir. (3,7) Bu arastirmacilar yaptiklar1 calismada
tavsanlarin kulaklarina komiir katrani siirerek papillom ve karsinom gelisimini
gozlemislerdir. Bu arada bircok arastirmaci laboratuar hayvanlarinda mesane,
bobrek, karaciger, pankreas ve akciger karsinogenezi iizerinde calisma
yapmiglardir. Bu c¢alismalar insan hastaliklarin1 ilgilendiren deneylerde

hayvanlarin kullanilmasinin temellerini ortaya koymustur. (3)

Takip eden yillarda Beremblum ve Shubik polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 ve kroton yagim farelerde deri karsinogenezi ve kanser
gelisiminin  basamaklarin1  arastirmak icin kullanmistir. Diisiik dozlarda
uygulandiginda bu maddelerin hi¢ birinin kendi basina karsinojenik 6zelliginin
olmadigini, oysa esit dozlarda karistirildiginda neoplazik gelisimini indiikledigini
bulmuslardir. Bu maddelere maruziyetin sekli ve sirasinin éneminin agiklanmasi
karsinogenez siirecinin anlasilmast i¢in temel olusturmustur. Soyle ki;
arastirmacilarin  ¢alisma grubunda neoplazi gelisimi Once hidrokarbon ve
sonrasinda kroton yag: verildiginde gerceklesmis, once kroton yagi verilen grupta
neoplazi gelismemistir. Yazarlar, bu maddelerin karsinojenik etkisinin normal
hiicreleri neoplazik hiicrelere doniistiirmesinde sorumlu oldugunu diisiinmiisler ve
karsinogenezin kanser gelisimi icin bir ya da daha fazla genetik degisim ile

baslangic ve ilerleme fazlarini iceren karmasik bir siire¢ oldugunu belirtmislerdir.

3)



Sonraki dekatta Foulds (1954) disi farelerde meme adenokarsinomunda

calisarak progresyon terimini tamimlamistir. (3)

Watson ve Crick devri oncesinde karsinojenlerin DNA’ya baglandig
bilinmediginden kimyasal karsinojenlerin spesifik dokulardaki proteinlerle

etkileserek kansere sebep olduguna inanilmistir. (3)

1960’larin sonunda artan kanitlar belirli bir karsinojenin DNA baglama

kapasitesi ile biyolojik potensi arasindaki iligkiye isaret etmistir. (3)

Giiniimiize kadar artarak devam eden calismalar sonucunda bugiin
elimizde kansere dair bir cok veri olmasina ragmen, karsinogenez hakkinda bir

cok soru isareti yerini korumaktadir.

2.2.3. Kimyasal Karsinojenlerin Siniflandirilmasi

Kimyasal karsinojenlerin smiflandirilmas:1 belirli esaslar goz Oniinde
bulundurularak yapilmistir. Farkli ¢alismalardan elde edilen bilgiler karmasik

oldugu i¢in karsinojenik bir bilesigi belli bir gruba dahil etmek kolay degildir.

Yazarlarin bir kismi, karsinojenleri karsinogenez basamaklarindaki
fonksiyonlarina gore siniflandirir. Bu siniflandirmada adi gecen inkomplet
karsinojenler, geri doniistimsiiz DNA hasarini arttiran mutajenik kimyasallardir.
(8,9) Komplet bir karsinojen ise es zamanli dozaj ve maruziyet zamanina bagl

olarak hem baslatic1 hem de ilerleticilerin 6zelliklerini gostermelidir. (8,10,11)

Baz1 yazarlar da kimyasal karsinojenleri etki mekanizmalarina gore

genotoksik ve non-genotoksik olarak (mitojenik ve sitojenik) simiflandirir.
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(12,13,14). Non-genotoksik karsinojenlerin etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgi
genotoksik karsinojenlerden daha azdir. Genotoksik karsinojenler komplet
karsinojenlerdir. Kalitatif ve kantitatif olarak bir hiicrenin genetik bilgisini
degistirirler. (11) Yapilar1 ve aktiviteleri acisindan birbirlerine direkt benzerlik
gosterirler, in vitro deneylerde mutajeniktirler, yiiksek dozlarda aktiftirler, bircok
hayvan tiiriinii etkileyebilirler, bircok degisik organa hasar verebilirler. (6,13,15)
Yiiksek dozlarda karsinojenik aktiviteyi etkileyerek ve DNA replikasyonunu
arttirarak toksisiteye, bununla birlikte hiicre proliferasyonuna sebep olurlar. (16)
Transmembranal difiizyonu takiben elektrofilik bilesiklere metabolize edilirler.
Bu bilesikler niikleusa girerler ve niikleofilik kisimlar ile (DNA, RNA ve
proteinler) eklentiler olarak da bilinen kovalent baglar kurarak yapisal biitiinligii

bozarlar.(14,17-21)

Non-genotoksik karsinojenler ilerleticiler gibi hareket ederler ve metabolik
aktivasyona ihtiya¢ duymazlar. Direkt olarak DNA ile etkilesmezler, eklentileri

arttirmazlar. In vivo ve in vitro yiiriitiilen mutajenite testleri negatiftir (13,14,22)

Non-genotoksik bilesikler biiyiimeyi ve hiicre 6limiinii modiile ederler.
Genotoksik bilesiklerin etkilerini potensiyalize eder, yap:r ve aktivite arasinda
direkt korelasyon gostermezler ve etkileri konsantrasyonla sinirlidir. Dokuya ve
tire spesifiktirler. (13,22) Bu bilesikler hedef hiicrelerde genetik yapisi degismis
hiicrelerden neoplazik gelisimi arttirarak ya da indirekt olarak neoplazik

doniistimii tetikleyerek ilerletici etki gosterirler. (14)



Melnick ve arkadaslar1 bu bilesiklere maruziyetin neoplazik gelisimden

sorumlu diger maddelerin sentezini destekledigini ifade ederler. (22)

Non-genotoksik karsinojenler, aktivitelerinin reseptor aracilt olup
olmamasina bagh olarak sitotoksik veya mitojenik karsinojenler olarak
siniflandirilirlar. (23,24) Forbol esterleri, dioxinler ve fenobarbital gibi mitojenik
bilesikler hedef dokularda spesifik hiicresel reseptorlerle etkileserek hiicre
proliferasyonunu indiikler. (23) Sitotoksik karsinojenler (Orn: kloroform) duyarl

dokularda hiicre 6liimiine sebep olurlar ve kompansatuvar hiperplazi gelisir. (13)

Sitotoksik karsinojen dozu yiiksekse bazi hiicreler yasayamaz. Rejeneratif
prosediirler ile hiicre boliinmesi ne kadar artarsa, hiicre siklusunu bitirmemis ve
DNA tamiri i¢in gerekli siireyi tamamlayamamis prematiir hiicrelerin sayis1 o
kadar artar, bu durum mutasyon olusma ihtimalini arttirir. (22) Ote yandan
nekroze hiicreler, iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri
(RNT), proteolitik enzimler ve immun sistem tarafindan yikilir. ROT ve RNT’
lerin iiretimi hiicresel antioksidan kapasiteyi asarsa lipidlerde, proteinlerde,
karbonhidratlarda oksidatif hasara yol acarak karsinogenezi veya hiicre Sliimiinii

tetikler. (25)

Mitojenik bilesikler aktivitelerini stirdiirmek icin belirli
konsantrasyonlarda bulunmaya ihtiya¢ duyar. Buna karsin, non-sitotoksik

bilesiklerin etkisi konsantrasyondan bagimsizdir. (24)
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Tablo 1. Kimyasal Karsinojenlerin Siniflandirmasi (3,26)

KIMYASAL KARSINOJENLER

Grup Bilesik Etki Mekanizmasi Etkilenen organ/
Kanser tipi
Polisiklik aromatik Benzo[a]piren DNA’nin piirin bazlari ile Deri, AC, Mide,

hidrokarbonlar eklentiler olusturur, genelde
Poliklorinath bifeniller transversiyonlar olusur. KC, Deri
Aromatik aminler/ amidler | 2-Asetilaminofloren Genotoksik bilesikler hiicre KC, Mesane
duplikasyonun hizini arttirirlar.
4-Aminobifenil Mesane
2-Naftilamin Mesane

Aminoazo boyalart

o-Aminoazotoluen

DNA ve hemoglobinle eklentiler
olustururlar.

KC,AC,Mesane

N, N-dimetil-4- AC, KC
Aminoazobenzen

N Nitrozo bilesikleri N-Nitrozodimetilamin DNA bazlarindaki N ve O Karaciger,AC,
atomlariyla eklentiler Bobrekler
olustururlar.

Karbamatlar N-metilkarbamat esterleri Kromozom anomalisi, gen KC, Bobrek Testis
mutasyonu, hiicre dejenerasyonu
transformasyonu

Halojenli bilesikler Trikloroetilen Somatik mutasyonlar, hiicre Bobrek, KC, AC
siklus yolaklarinin modifikasyonu

Dogal karsinojenler Aflatoksin B1 Guanin ile eklentiler KC
olusturur,RNA ve proteinlerle

Asbestos etkilesir AC
Metaller Arsenik Oksidatif stress Deri, AC,KC
Kadmiyum DNA tamir yolaklarini ve AC,Prostat, Bobrek
niikleotid eksizyon tamirini
inhibe eder AC, Nasal Kavite
Nickel Histon asetilasyonu ve DNA

hipermetilasyonu

Antikanser ilaclar

Alkilleyici ajanlar

Zincir ici ve zincirler arasi ¢capraz
baglar

Losemi
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KiMYASAL KARSINOJENLER

4/\

GENOTOKSIK OLANLAR GENOTOKSIK OLMAYANLAR
KROMOZOMAL ETKi DNA REAKTIF OLANLAR
GOSTERENLER / / \
BASLATICILAR BORDERLINE ZAYIF GENOTOKSIK
OLANLAR OLANLAR

Sekil 2. Bolt’a gore kimyasal karsinojenlein simiflandirmasi (27)

Kimyasal karsinojenler farkli metabolik yollarda es zamanli olarak
bulundugunda ilave sinerjik ve antagonistik etkilere sahip olabilirler. (20) Sigara
icme ve asbest maruziyeti arasindaki sinerji kronik inflamasyon ve kompanzatuar
hiicre proliferasyonunun sonucu olarak akciger kanseri gelisimini arttirir.
Neoplazik gelisime bireysel yatkinligin modulasyonunda meyve ve sebzelerin

koruyucu etkisi antagonizmaya 6rnek olarak verilebilir. (20,28)

2.2.4 Karsinogenezin Evreleri

Hayvan modelleri kullanilarak yapilan calismalar, “in vitro” caligmalar ve
epidemiyolojik analizler; arastirmacilarin neoplazik patogenezin 3 ayri asamadan
olusan karmasik bir siire¢ oldugu sonucuna varmalarini saglamistir. Bunlar:
baslangic, ilerleme ve progresyon sathalaridir. (6,10,11,29) Neoplazik gelisimin 3

safhas1 boyunca genom yapisinda degisiklikler olusur. (15,30)
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Gen ekspresyonundaki degisiklikler inisiyalize olmus hiicrelerin selektif
proliferasyonu ve pre-neoeplastik hiicrelerin gelisimi ile ilerleme safhasi sirasinda
yer alir. (6,31) Baslangi¢ ve ilerleme sirasinda, apoptozis ve hiicre proliferasyonu
dengede kalarak farkli hizlarda meydana gelebilir. Progresyon safhasinda bu

denge degisir ve buradan malignansi ortaya ¢ikar. (29)

Insan yasami bu deneysel prosediirlerden farkli olarak ¢ok cesitli kosullar
altinda siirmektedir. Karsinogenez siireci, deney hayvanlar1 ve insanlar i¢in benzer
olmasina ragmen insanlarin yasamlar1 boyunca maruz kaldig degisik kimyasal
bilesikler bu siirecin hizini, mutasyon sikligini, hiicre biiylimesinin hizin1 ve
degisen genlerin fenotipik ekspresyonunu degistirir. Diger taraftan bireyin
yatkinlig1 ve savunma mekanizmalar1 neoplazik basamaklarin herbirini degistirir.
3)

Kimyasal
Kariim:l]enler

inisiasyon |Ier|eme

S O
H

DMA Tamiri ucre Hucre
proliferasyonu prohferasyonu

Mormal

inisialize Hicreler
Hiicreler Eklentili Hicreler

Progresyon
Hucre
‘&EOPTOZIS“ ; proliferasyonu
HUCRE TOKSISITESI
oo > @
KANSFR

Sekil 3. Kimyasal Karsinogenez Basamaklari (3)
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2.2.4.1 Baslangig Sathasi (Inisiasyon)

Karsinogenezin birinci safhast 1947°de “Inisiasyon Safhasi” olarak
isimlendirilmistir. (32) Bir¢cok deneyden elde edilen veriler gostermistir Kki;
inisiasyona, normal hiicreleri malign doniisiime ve immortaliteye yatkinlastiran

geri doniisiimsiiz bir takim genetik degisiklikler sebep olmaktadir. (11,29,32,33)

Inisiyal hiicre neoplazik bir hiicre olmamasima ragmen birbirini izleyen
genotipik ve fenotipik degisiklikler sonras1 bu duruma dogru yonelme gosterebilir.
(33) Fenotipik bakimdan inisiyal hiicre diger hiicrelere benzerdir. Inisiyal hiicre
mutasyonlara gider ve mutasyonlar differensiasyonu degil proliferasyonu

indiikler. (11)

Inisiasyon safhasinda inisiyal hiicreler haftalarca, aylarca hatta yillarca
latent kalabilir ya da otonom olarak ve klonal bi¢imde biiyiiyebilirler. (34)
Inisiasyon siirecinde hiicresel boliinme simetriktir, boliinme sonucunda iki yeni
inisiyal hiicre olusur. (33) Yeni hiicrelerin sayisindaki artis ve apoptozis
inhibisyonu ile olusan mitojenik siire¢ sonucu inisiyal hiicrelerin klonal biiyiimesi

gerceklesir. (11)

Kimyasal karsinogenezde tetige basan olay DNA hasandir. (35) DNA
hasar1 enzimatik mekanizmalarla tamir edilebilir. (17,36) Cogalan hiicrelerin
hasarli DNA’y1 tamir etmek ve kimyasallarin DNA ile kurdugu eklenti denilen

kovalent baglar1 uzaklastirmak icin ¢ok az zamani vardir. (37)

DNA hasarinda artis 0zellikle kok hiicreler i¢in dnemlidir. Ciinkii kok

hiicreler uzun siire yasarlar ve bircok dokuda bulunurlar. (11,14,38) 1978’de
14



Potter neoplazik hiicrelerin embriyonik durum ve terminal farklilagsma arasinda bir
fenotip sergileyebilecegini ve biitiin neoplazik hiicrelerin bir kok hiicreden koken
alan monoklonal orijine sahip oldugunu aciklamistir. Bu tanimlamaya gore, kok
hiicreler farklilasincaya kadar ya da oliimleri indiikleninceye kadar oOliimsiiz
hiicrelerdir. Eger doniisiimleri geciktirilirse inisiyalize olarak anormal hiicre
klonlar1 halinde dokularda birikirler. (33) Kok hiicreler c¢ogu dokuda
tanimlanamamasina ragmen her dokunun kok hiicre popiilasyonu olduguna

inanmilmaktadir. (34)

Inisiasyon; hizli, geri doniisiimsiiz ve yeni nesil hiicrelere aktarilan bir
fenomendir. (39) Hiicre ¢ogalmasi bu safha icin esastir. Hiicresel bolinme DNA
tamir mekanizmalarinin aktivitesinden ©nce olusursa hasar kalict ve geri
doniisiimsiiz hale gelir. Inisiasyon ayn1 zamanda katkilarla gelisebilecek bir
siirectir. SOyle ki; neoplazik gelisim karsinojenik doza baglidir. Karsinojenik
dozun arttirilmasi ile neoplazi insidanst ve cesitliligi artar ve ayn1 zamanda
neoplazi ortaya cikisi icin gecen latent siire kisalir. Inisiator bir ajana maruz kalan
tim hiicrelerde mutasyonlar meydana gelse bile inisiasyon i¢in terminal

farklilasmay1 diizenleyen genlerde de mutasyon olmalidir. (3)

Spontan olarak inisiyalize olan hiicreler tiim canli organizmalarda bulunur.
(4,11) Inisiasyon DNA depiirinasyonu ve deaminasyon gibi normal olaylarla
desteklenen spontan mutasyonla baglayabilir. DNA replikasyonundaki hatalar da
inisiasyonla 1iligkilidir. Spontan inisiasyon indiiklenmis inisiasyondan nadir
olmasina ragmen varlig1 deney hayvanlarinda spontan neoplazilerin olusumuyla

dogrulanmistir. (4,8)
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2.2.4.2 llerleme Safhasi

llerleme kavrami deneysel kosullar altinda kanser gelisimini
indiikleyebilen diisiik karsinojenik aktiviteli kimyasal maddelerin kesfi ile
taninmustir. (32) Ilerletici bilesikler DNA ile direkt olarak etkilesmezler ve
metabolik olarak aktive edilmedik¢e biyolojik aktivitelerini gostermezler.

(14,18,40)

Bu ajanlar duyarl dokularda hiicre proliferasyonunu arttirir, mutasyonlarin
fikse edilmesine katkida bulunur, genetik ekspresyonda degisiklikleri arttirir ve
hiicresel biiylime kontroliinde degisikliklere sebep olurlar. (4,29) Diger taraftan,
ilerleticiler oksidasyon yoluyla DNA’ya indirekt olarak hasar verebilirler. (6) Bu
olaylar onceleri epigenetik mekanizmalarla iligkili bulunmugtur, fakat giintimiizde
biiyiik cogunluk ilerlemenin genetik degisiklikleri de icerdigi fikrini

paylagsmaktadir. (41)

llerleticiler gap junctionlar aracilii ile Gy’da ya da istirahat halinde

bulunan hiicrelerin dogal inhibisyonunu geciktirirler. (11,17,38)

flerleticilerin en 6nemli aktivitesi mitogenezdir. Genotoksik ve mutasyonal

olaylar bu basamakta gerekli degildir. (8)

flerleticinin etkili olabilmesi icin haftalarca, aylarca ve yillarca bulunmasi

gerekir ve etkinligi hedef dokudaki konsantrasyonuna baghdir. (42)

llerleme geri doniisiimlii bir basamaktir. Bir ilerleticinin ortadan

kaybolmasindan sonra hiicre proliferasyonunda muhtemelen apoptozisle bir
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gerileme meydana gelebilir. {lerleme fizyolojik faktorlerle sekillendirilebilecek bir
basamaktir. Bu ylizden deneysel karsinogenezisin boyutlarini sinirlar. Bazi
ilerletici ajanlar belirli dokular i¢in spesifik iken bazilar1 es zamanli olarak bir ¢cok

doku iizerine etki eder. (6,40,43)

Uzun siireli ve yiikksek doz maruziyetle kimyasal Kkarsinogenez
caligmalarinda hemen hemen c¢ogu ilerletici ajanin inisiasyon fazi olmadan
neoplaziyi indiikledigi gosterilmistir. (6,8) Fenobarbital, Benzen, Asbest ve
Arsenik maruziyeti, baglatici ajan uygulamasi olmaksizin bile neoplazi gelisimine
onciiliikk eder. (11,22) Bu celigkinin iki agiklamasi1 vardir: ya genotoksik etki
mutajenite ve genotoksisite metodlar1 ile tanmtmlanmamistir ya da inisiyal hiicreler
spontan olarak ortaya cikmistir. Bu son olay ilerleticilerin hiicresel boliinme
sikligini arttirarak mutasyonlarin yani sira DNA replikasyonunda hatalarin ortaya

cikmasina sebep oldugu fikrini diisiindiiriir. (3)

Ilerleme basamaginda ilerleticilere maruz kalan biitiin hiicreler yer almaz,
sadece boliinmek icin uyarilmis, farklilasmamis, apoptozisten kurtulmus hiicreler
biiylime ve hiicre 6liimii arasindaki instabiliteye katkida bulunabilir ve malign

neoplazi ortaya c¢ikisina onciiliik edebilir. (11)
2.2.4.3 Progresyon Safthasi

Histopatolojik olarak degerlendirilirse baslangic ve ilerleme fazlar
sirasinda tanimlanan lezyonlar preneoplazik ve/veya benign lezyonlar olarak
adlandirilir. (6) Malign lezyonlara transformasyon karsinogenezin en uzun ve son

basamagidir. Bu basamak progresyon olarak adlandirilir. (13,14)
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Progresyonda neoplazik fenotip, genetik ve epigenetik mekanizmalar yolu
ile kazanilir. (44) Progresyon sirasinda hiicre ¢ogalmasi uyar1 varligindan

bagimsizdir. (6,45)

Progresyonun geri doniisiimsiiz olmasi, genetik instabilite, hizl1 biiyiime,
invazyon, metastaz, hiicrelerin biyokimyasal, metabolik ve morfolojik

karakteristiklerinde degisiklikler ile karakterizedir. (6,8,13,46)

Epigenetik bir olusum olan anjiogenez neoplazik progresyonda temeldir.
Anjiogenik fenotipin kazanilmasi maligniteye katkida bulunan karakteristiklerin

gelisiminden 6nce gelir ve inhibisyonu neoplazik gelisimi geciktirir. (47)

2.2.5 Kimyasal Karsinojenlerin Absorbsiyonu ve Metabolizmasi

Maruziyeti takiben, kimyasal karsinojenler bircok yolla absorbe edilebilir
(oral yolla, solunum yoluyla, deri yoluyla ve enjeksiyonla) ve bircok dokuya

dagilabilirler. (3)

Absorbsiyon maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Pasif ya da
aktif tasima yolu ile olabilir. Oral yoldan absorbe edilen maddeler once karacigere
gecer sonra viicuda dagilir, akcigerden absorbe edilenler ise karacigere ulasmadan

once kan yolu ile dagilirlar. (3)

Direkt olarak DNA iizerine etki eden karsinojenlere direkt karsinojenler,
enzimatik doniisiim gerektirenlere ise indirekt ya da prokarsinojenler denir.

(13,15,49,50)
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Metabolik aktivasyon faz [ reaksiyonlar1 ile kontrol edilir, Faz II

reaksiyonlar1 ise aktive bilesikleri viicuttan kolaylikla elimine edilen inert

iirlinlere doniistiirerek viicudu korur. (13,51,52,53).

Karsinojenik Olusum

L

Absorbsiyon

l

Dagilim

l

Biyotransformasyon

Aktivasyon - Inaktivasyon
Genotoksik Non-Genotoksik L
Mekanizmalar Mekanizmalar L
DNA eklentileri -ROT RNT Ekskresyon (Atilim)
-Kromozomalbozukluklar »inﬂax‘na syon KC Bobrek AC

-immunsupresyon
. -~
Genomik yikim

== Artmigsinyaliletimi

P1‘olfe_1‘z—1§yon k_ox_ltrolunun kaym KANSER
Genetik instabilite

Apoptozise artmis direng

Sekil 4. Kimyasal bilesenlerin metabolik aktivasyonu ve karsinojenlerin genotoksik non-
genotoksik ozellikleri

Metabolik enzimlerin performansi, kimyasal karsinogenezi anlamak, tiirler

arasindaki farkliliklar1 ve tiirlerin neoplazik gelisime yatkinligin1 6grenmek igin

temel teskil eder. (54,55)

Faz I enzimleri oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz reaksiyonlarma katilir.

Oksidorediiktazlar (Sit P450 bagimli monooksijenazlar, flavin monooksijenazlar,

siklooksijenazlar ve alkol dehidrogenaz) ve Hidrolazlar (Epoksit hidrolazlar)

olarak smiflandirilirlar. (49,51,56,57).
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Faz II enzimleri konjugasyonda ve kimyasal karsinojenlerin inaktivasyon
islemlerinde yer alirlar ve transferazlari (Glutatyon S-Transferaz, N-Asetil
Transferaz, = UDP-Glukuronil = Transferaz,  Sulfotransferazlar)  kapsarlar.
(49,51,56,57) Bu enzimler esas olarak biyotransformasyonun detoksifikasyon
basamaklarinda yer aliyorsa da bazi prokarsinojenlerin in vivo aktivasyonuna da

katkida bulunurlar. (15)

Metabolik aktivasyon, esas olarak sit P450 enzimlerinin baskin olarak
bulundugu karaciger endoplazmik retikulumlarinda, daha az derecede de mesane,
deri, gastrointestinal sistem, Ozefagus, bobrekler ve akcigerlerde meydana gelir.
(55,58) Bu faz sirasinda Sit P450 monooksijenazlar1 karsinojenik bilesik icine
reaktif bir polar grup alarak onu lipofilik yaparlar. Daha sonra DNA ile baglar
kurabilen gii¢lii bir elektrofilik {iriin haline donistiiriirler. (53,56) Faz II
reaksiyonlar1, hepatik ve ekstrahepatik, sitoplazmik ve sitokromik enzimler
tarafindan ayr1 ya da beraber olarak katalizlenir. (52) Bu enzimler konjugasyon
reaksiyonlar sirasinda glukoz, aminoasitler, glutatyon ve siilfattaki polar gruplari
aywrarak daha az toksik, suda daha iyi c¢oziinen, idrarla ve safrayla daha kolay

atilan metabolitler haline getirirler. (49,52,56)

Peroksidasyonlar reaktif oksijen tiirlerinin devaml iiretimi ile metabolik
reaksiyonlara paralel olarak olusurlar. (13,25) Bu radikaller kimyasal
karsinogenezi de iceren bircok kronik hastalikla iligkilidir. (13) Reaktif oksijen
tiirleri oksidasyon/nitrasyon ve halojenasyon gibi kimyasal reaksiyonlar yolu ile
DNA, RNA ve proteinlerde hasara yol acar. Bu hasar sonucunda mutasyonlarda

artis ile beraber Onemli enzim ve proteinlerin fonksiyonlarinda degisiklikler
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meydana gelir. (53) Bir¢cok deneyde reaktif oksijen tiirlerini arttiran kimyasal
bilesiklerin genotoksisite yolu ile inisiasyon, ilerleme ve neoplazik progresyonu
tetikledigi kamitlanmustir. (44,56) Reaktif oksijen tiirlerinin etkisi; hiicresel
mekanizmalar tarafindan metabolizma, hiicrelerdeki redoks dengesini siirdiiren
reaksiyonlar, oksidasyonun sinyal diizenleyicisinin transdiiksiyonu ve DNA tamiri

gibi degisik seviyelerde kontrol edilir. (27)

Park ve arkadaslarina gore, ayni enzim bir kimyasali, kimyasal yapisina
bagh olarak aktive ederken digerini inaktive edebilir. (53) Farkli dokularin
aktivasyon sistemlerinin spesifitesi, faz I ve II reaksiyonlarimi iceren enzimlerin
ekspresyonunu ve dagilimini iceren genetik polimorfizme ve kanser gelisimine
yatkinliga baghdir.(6,28,51,54,59) Faz 1 enzim miktar1 yiiksek faz II enzim
miktar1 diisiik insanlarda ara bilesikleri sentezleme olasiligl yiiksektir ve daha

fazla DNA hasari olusur. (60)

Daha once tanimlanmis metabolik metodlar; kalitatif ve kantitatif farklar
icermesine ragmen hem insanlar hem de hayvanlar icin esit derecede nemlidir.
Hayvan deneyleri kimyasal bilesiklerin karsinojenik o©zelliklerinin analizinde
kullanildiginda bu metabolik metodlar yanlis yorumlamalara sebep olmustur.

(52,54)

Karsinogeneze bireysel yatkinlik iizerinde endojen ve eksojen faktorler
arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin bir¢ok c¢alisma gelistirilmistir.
(61,62,63) Kimyasal karsinogenezi kontrol eden ve etkileyen faktorler Tablo 2’de

Ozetlenmistir.
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Yas Viriisler

Cinsiyet Diyet ve beslenme ve yasam tarzi
Endokrinsistem Genetik vatkinlik

Immiin sistem Metabolik yolaklar

Travma DNA Tamiri

Tablo 2. Kimyasal karsinogenezi kontrol eden ve degistiren faktorler (3)

2.2.6. Kimyasal Karsinojenlerin Molekiiler Hedefleri

Onkogenlerin neoplazik transformasyonunun kesfi baslangicta kanserin
molekiiler temelleri hakkindaki pek c¢ok temel soruya cevap veriyor gibi
gorliinmiistiir. Fakat sonradan neoplazik transformasyonu etkileyen baska genlerin

de varlig anlasilmstir. (17)

Karsinogeneze aracilik eden bircok gen vardir, bu genlerin tanimlanmasi
onkolojide ve kimyasal karsinogenezde devrim niteligindedir. (17,64) Bunlarin
arasinda protoonkogenler, tiimor baskilayict genler ve hiicre siklus diizenleyici
genleri Ozel Oneme sahiptir. (51,12,13) DNA’daki eklentilerin olusumu
karsinogenezin birinci basamagin1 teskil eder ve eger bunlar DNA
replikasyonundan o6nce tamir edilmezse baslangic fazinda temel olan
protoonkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde mutasyonlar meydana gelebilir.
(14,20,65) Karsinojenler tarafindan olusturulan bu eklentiler degisken olabilir ve
her biri DNA’ya spesifik hasara sebep olabilir. (66) Eklentilerle ilgili mutasyonlar
delesyon, cerceve kaymasi, niikleotid yer degistirmesi seklinde ortaya cikabilir.

(67) Mutasyonlar sayisiz hiicresel degisiklige yol acar. Anormal protein
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ekspresyonu ve hiicre siklus kontroliinde degisiklikler bunlardan bazilaridir.
Eklentiler kimyasal karsinogenezde oOnemlidir, ciinkii yanlis transkripsiyonu
indiikleyerek yeni DNA zincirinde mutasyonlara yol acarlar. Fazla sayida
eklentinin varligt DNA zincirinde kirilmalara yol acar, mutasyona ve genetik
materyal kaybina sebep olur. (11,68) Hayvan deneylerinde tespit edilen
eklentilerin miktar1 ile gelisen neoplazilerin sayisi arasinda pozitif korelasyon

vardir. (14,21)

Eklenti tamiri bircok enzim tarafindan koordine edilir ve farkli genlerle
kontrol edilir. Baz ya da niikleotid eksizyonu, rekombine ya da mismatch tamir

yoluyla yapilabilir. (63,69)

Eklentilerin tanimlanmas1 sonucu, kimyasal karsinojenlerin dokular
tarafindan absorbe ve metabolize edildigi, dagitildigi, bdylece tamir
mekanizmalarindan ve detoksifikasyondan kactigi acgiga cikmistir. (67,70)
Eklentilerin tamimlanmasi ve analizi '*C ve Tritium gibi radyoaktif isaretli
karsinojenler kullanilarak yapilabilir. (67) Bununla beraber en cok kullanilan
teknikler kiitle spektrometrisi ile iligkili gaz kromatografisi ve floresan
spektroskopi ile iligkili yiiksek performansh likit kromatografi (HPLC) dir. (70)

Ayrica immunohistokimyasal olarak da tayin edilebilirler. (35)

Neoplazi gelisiminin molekiiler ve genetik temellerini daha ayrintili
irdeleyecek olursak; Kistik fibrozis ve muskuler distrofi gibi tek gen mutasyonuna
bagh hastaliklar disinda, tek gen defekti kansere sebep olmaz. Memeli hiicreleri

kendilerini kansere neden olan gen mutasyonlarinin Oliimciil etkisine karsi
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korumak icin coklu koruma sistemlerine sahiptir ve sadece bircok gen defektli ise
invaziv kanser gelisebilir. Boylece mutasyonlarin kansere sebep olmaktan ¢ok

kansere katkida bulundugunu ifade etmek daha dogru bir yaklagim olacaktir. (71)

— -o’

Omnkogenler

Tamir
siireci
ir

DNA
tamir
genleri

Tiimor baskilayvica
genler

Sekil 5. Hiicre siklusu ve molekiiler hedefler (onkogenler ve tiimor baskilayici genler)
tarafindan kontrolii

Neoplazik gelisimin olmasi icin DNA hasar1 olan hiicrelerin DNA
tamirinden once (G1’de bloke edilir) ve hiicre boliinmeden 6nce (G2’de bloke
edilir) hiicre siklusuna girmesini engelleyen hiicresel savunma mekanizmalarinda
hatalar olmalidir. Hiicresel savunma mekanizmasindan kagan hiicrelerin

kapasitesinin de karsinogeneze siiphesiz katkist vardir. (72,73)

Tiimor baskilayici proteinler olan p53, p21 ve pRb hiicresel savunmada
can alic1 noktadir, ¢iinkii bu proteinler hiicre siklusunun G1 fazinda blokaj

saglarlar. (73) pRb (Retinoblastom proteini) proteininin fonksiyonunun kaybi
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hiicre proliferasyonu hizinda artis1 ve terminal differensiasyon kaybini provake
eder. p53 ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurabilir ve hiicre DNA hasari
tamirine devam edebilir. (46,72,74) En goze carpan ve iizerinde en ¢ok calisma
yapilan tiimor baskilayici geni p53’tiir. Eger DNA hasarlanirsa p53 hiicre
genomunun stabilitesini  siirdiirmek i¢in apoptozisi indiikler. (13,69,75)
Karsinogenez sirasinda p53 kaybi genetik hasara karsi normal apoptotik yaniti
bloke ederek, preneoplazik hiicreleri ilave mutasyonlarin ¢ogalmasina yatkin hale
getirebilir. (13) p53 fonksiyon kayb1 protoonkogenleri aktive ve tiimor baskilayict
genleri inaktive eder bu ylizden kimyasal karsinogenezde olaganiistii rol {istlenir.
(15) p53 proteininin biyolojik aktivitesi DNA’daki transkripsiyonal diizenleyici
elementlere baglanma yetenegine baghdir. p53 tarafindan regiile edilen genlerle
ilgili ¢calismalar p21 geninin kesfini saglamistir. p21, p53 proteini ve hiicre siklusu
arasinda fonksiyonel baglanti saglayarak siklin bagimli kinazlarin inhibitorii

olarak rol oynar. (17)

DNA tamiri bir hiicrenin genomunun dogrulugunu siirdiirmesine olanak
saglayan bir siirectir. DNA tamirinde bircok yol vardir. Ornek olarak her iki
niikleotid eksizyon tamiri, baz eksizyon tamiri, mismatch tamiri ve ¢ift zincir kirtk

tamiri gibi eksizyon tamirleri verilebilir. (76)

Bir onkogen olan Ras genindeki degisiklikler ise rodentlerde kimyasal
olarak indiiklenen bir¢ok neoplazide tanimlanmaistir. Insanda kolon, meme, AC ve
mesane yerlesimli kanserlerin %20’sinde Ras gen mutasyonu mevcuttur. (74) Bu

neoplazilerin DNA’larindan izole edilen ras geni analizi karsinojenlerin DNA ile
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etkilestigi bolgelere karsilik gelen niikleotid sekanslarindaki degisiklikleri ortaya

koyar. Her kimyasal bilesik DNA iizerinde adeta kendi parmak izini birakir. (77)

Bazi1 yazarlar karsinogenez ile iliskili genleri bekciler ve muhafizlar olarak
siniflandirir. (64) Bu siniflandirma sirayla genom biitiinliigii ve DNA tamirini

siirdiirme ile olan iligkilerine dayanir. (78)

Beke¢i genler genom stabilitesinin devamindan sorumludur. Tipik timor
baskilayict genler oldugu diisiiniilen bek¢i genlerde meydana gelen mutasyonlar
genom stabilitesini tehlikeye atar ve daha spesifik olarak tiimor baskilayict genleri
ve onkogenlerin her ikisini de kapsayan muhafiz genlerde mutasyon ihtimalini
arttirirlar. (71,79) Muhafiz genler ise neoplazik gelisimin biiylimesini inhibe
ederek ya da neoplazik hiicre Oliimiinii indiikleyerek neoplazi gelisimini
diizenlerler. (64) Muhatiz genlerin inaktivasyonu sonucu baslatilan bir neoplazi
hiicre 6liimiinii direkt olarak kontrol eden genler iizerinde ortaya ¢ikan etkinin bir

sonucu olarak hizla ilerleyebilir. (64)

2.2.7. Kimyasal Karsinojenlerin Potensi

Bir ilacin etki gosterebilmesi icin gerekli olan doz ile o ilacin terapotik
etkisi arasindaki iliskiye ‘Potens’ denir. (80) Kanser gelisme olasiligr ile doz
arasinda bir iligki vardir. Bu ylizden doz-cevap iliskisi kurmak miimkiindiir. Soyle

ki; doz yiikseldikce kanser gelisme riski artar.(81)

Potensi arastirmanin bir yolu doz-cevap iliskisinin farkli bilesikler icin
karsilastirilmasidir. Tiimor olusumu i¢in gereken doz ne kadar diisiikse karsinojen

maddenin potensi o kadar yiiksektir. (81) Karsinojenik riskin kantitatif ve
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semikantitatif —olarak belirlenmesi ve degerlendirilmesi icin potensin
degerlendirilmesi on kosuldur. (81) Aslinda, potensi gosteren en onemli bilgi
insanda elde edilen gecerli doz-cevap iliskisidir. Fakat siklikla insan
epidemiyolojisinden yola ¢ikarak bu doz-cevap iliskisini belirlemek zordur.
Oncelikle doz-cevap iliskisini belirleyen bir calismada yeterli istatistiksel giicii
elde etmek icin gerekli ¢alisma biiyiikligi ile iliskili zorluklar, “Kimyasal bir
madde karsinojen midir?” sorusuna verilen basit evet ya da hayir cevabi ile
iliskili zorluklardan kat kat biiyiiktiir. Ikincisi; sonucu etkileyebilecek ornegin
sigara dumaninda bulunan kimyasal karsinojenleri diglamak siklikla miimkiin
degildir. Uciinciisii; karsinojen olarak tanimlanmis bir kimyasalla kaliteli doz-
cevap iliskisi kurmak icin bir caligma yapmak etik degildir. Bunun yani sira doz
cevap iligkisi ile ilgili yararli bilgiyi veren retrospektif caligmalar sinirli ve

yetersizdir. (81)

Iyi planlanmis uzun donem hayvan calismalari en azindan prensipte
karsinojenik aktivite ya da potensi miktar olarak gosteren doz-cevap iligkisini
belirlemede yarar saglayabilir. Hayvan c¢alismalarinda doz-cevap iligkisini
degerlendirirken birgok faktor hesaba katilmalidir. Ik ve en acik olam giinliik
dozdur. Bir ¢alismada farkli giinliik doz gruplari ve kontrol grubu olusturularak
agirlik basma verilen doza bagh tiimor insidansi degisimi belirlenebilir ya da
tahmin edilebilir. Baz1 yiiksek potensli karsinojenler tek doz ile bile tiimorii
indiikleyebilirken diisiik potensli karsinojenlerden anlamli yanit elde etmek icin

uzun siire giinliik maruziyet gerekebilir. Iindiiksiyon zamaninin kendisi doz ile ters
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iliskili olmasina ragmen hayvanlara gore insanlar icin indiiksiyon zamanini

tahmin etmek pratik degildir. (81)

Karsinojenik yanit tiire, cinsiyete, soya ve beslenme durumuna gore
cesitlilik gosterir. Maruziyet sekli (oral, dermal, solunum yolu, parenteral) bir
kimyasalin ya da aktif metabolitinin karsinojenik aktivitesinin yeri ve metabolik
transformasyonu agisindan Onemlidir. Diger bir sorun; bazi kimyasallar
enjeksiyon yerinde lokal tiimorleri indiikleyebilirler. Yine de; bu degiskenleri
dikkate almak miimkiindiir ve bundan dolay1 doz-cevap iliskilerinden en azindan

karsinojenik potensin semikantitatif dl¢timiinii tiiretmek miimkiindiir. (81)

Kimyasal karsinojenlerin potensi ile ilgili akla gelecek diger bir soru esik
degerin olup olmadig ile ilgilidir. Birlesik Krallik yonergelerine gore; saglik riski
olmaksizin popiilasyonun ¢cogunlugunun genotoksik karsinojenlere giinliik olarak
maruz kalabilecegi dozun altinda, genotoksik karsinojenlere maruziyetin esik
degeri yoktur. Buna karsin Birlesik Krallik yonergelerinde, en azindan bazi non-
genotoksik karsinojenler i¢in esik degerin ortaya c¢ikabilecegi kabul edilmistir.

(81)

Genellikle karsinojenik etki insidansi, kimyasalin ya da aktif metabolitinin
etki yerinde kaliciligina ve konsantrasyonuna baglidir. Bu durum sirasiyla
kimyasalin ya da aktif metabolitinin etki yerinde ortaya ¢ikis hizi ile metabolik

transformasyon ve salinimi arasindaki dengeye baghidir. (81)
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Metabolizma genellikle enzim sistemlerinin araligina baghdir. Substratin
esik diizeylerinin iistiinde bu sistemler fazla calisabilir ya da inhibe olabilir. Esik

degerin altinda substrat metabolize edilir ve uzaklastirilir, tizerinde ise birikir. (81)

Non-genotoksik karsinojenlerin dokuda spontan mutasyonlara yol a¢gma
gibi cesitli mekanizmalarla kansere sebep oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
vakalarda tiimor formasyonu, anlamli etki olusturmak icin bir esik degerin
bulundugu organ degisiklikleri veya hiicresel proliferasyona sekonder gelisir.
Ornegin; 3-amino-1,2,4-triazol isimli kimyasala yiiksek dozda maruziyet sonucu
tiroid biiyiimesine sekonder tiimor gelisir. Tiroid hiperaktivite semptomlarinin
goriilmesine cevap olarak maruziyetin kesilmesi timor olusumunu Onler. Bu
ornek, ad1 gecen kimyasala maruziyet sonucu gelisen ve geri doniisebilen primer
timor meydana gelebilecegini gosteren bir karsinojenite tipi oldugunu gozler

Oniine serer. (81)

Esik degerler tiirler arasinda farklilik gosterebilir. Insanlar bazen

hayvanlara gore daha az duyarh olabilir. (81)

Insanlarda DNA reaktif karsinojenler icin pratik bir esik deger olduguna
dair farkli kamtlar vardir. Ornegin; karaciger karsinojenleri olan aflatoksin ve
dimetilnitrozamin kontaminasyonunu onlemek kag¢inilmaz olmasina ragmen bati
diinyasinda hepatoselliiler karsinom (HCC) relatif olarak nadir goriilen bir
kanserdir. Bu nedenle; oOzelikle tiimor gelisimini destekleyen hizlandirici
faktorlerin yoklugunda, potent karsinojenler icin bile pratik olarak etkinin

olusmadig bir diizey var olabilir. (81)
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Giiniimiizde karsinojen oldugu soylenen ve daha az siklikla goriilen
kimyasallarin cogu icin esik deger kavraminin uygulanip uygulanmadigini
dogrulamak icin doz-cevap iligkileri yeterli bi¢cimde test edilmemistir. Bunu
yapmanin maliyeti de oldukca yiiksektir. Kontrollerle karsilastirildiginda timor
indiiksiyonu i¢in genellikle bulunan etkinin olusmadig1 doz, diisiik doz alt sinirini
test etmeyi saglar. Bununla beraber; potent bir karsinojen icin etkinin goriilmedigi
asikar doz diizeyi cok diisiik olabilir. Pragmatik olarak anlamli cevap i¢in gerekli
esik doz diizey kavrami mantikli gériinmektedir ve en azindan kontrol icin pratik

bir temel saglar. (81)

2.3. N-Nitrozodietilamin (NDEA)

CH, - CH,
3 >N—NO
CH5 - CH

Sekil 6. N —Nitrozodietilamin’in Kimyasal Yapisi

N-nitrozodietilamin (NDEA) hayvan modellerinde karaciger kanserini
indiiklemek i¢in kullanilan bir dialkilnitrozamindir. Biitiin hayvan tiirlerinde
cesitli tiimorlere sebep olmakla birlikte insan saghigina da zararli oldugu
distiniilmektedir. (82,83) NDEA maruziyeti, diyetle NDEA iceren f{iriinlerin
tilketimi ve mesleki maruziyet yolu ile goriilebilir. NDEA tiitsiilenmis ette,
salamda, siittozunda, tuzlanmis kurutulmus balikta, tiitiin {iriinlerinde,
kozmetiklerde, farmasotik {iriinlerde ve tarimla ilgili kimyasallarda da
bulunmaktadir. (82,83) NDEA maruziyeti sonucu serbest oksijen radikallerinin

olusumunun karaciger kanseri indiiksiyonunda anahtar rol oynadigi
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distiniilmektedir. (83) NDEA karacigerde sitokrom P450 enzimleri tarafindan
etil-asetoksietil-nitrozamine metabolize olur. Bu bilesik faz II enzimleri
vasitasiyla toksik olmayan bir bilesige konjuge edilebilir, ya da hiicresel
makromolekiilleri direkt olarak etilleyen etil-diazonyum iyonuna doniisebilir. (84)
NDEA’nin sit P450 enzimleri tarafindan metabolik aktivasyonunun sitotoksik,
mutajenik ve karsinojenik etkilerinden sorumlu oldugu ve artmis serbest oksijen

radikallerinin buna aracilik ettigi bildirilmektedir. (85,86)

2.3.1 NDEA’nin Fiziksel Ozellikleri

Molekiiler agirligi: 102.1

Fiziksel goriintimii: Sar1, ugucu sivi

Yogunlugu: 0.9422(20/4°C)

Coziinebilirlik: Suda, organik ¢oziiciilerde ve yagda % 10

2.3.2 NDEA’nin Toksik Etkileri

2.3.2.1 Akut Toksik Etkileri

NDEA i¢in LD 50 degeri; ratlara intraperitoneal yolla uygulandiginda 216
mg/kg’dir. En disiik toksik doz 100 mg/kg’dir. (87) NDEA maruziyetinin en

onemli akut toksik etkisi ciddi karaciger hasaridir. (88)

2.3.2.2 Kronik Toksik Etkileri

Nitrozaminlerin karsinojenik potansiyelleri ve akut toksik etkileri arasinda
korelesyon yoktur. N-Nitrozodimetilamin’in akut toksik etkisi N-Nitrozo
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dietilamin’e gore daha yiiksek olmasina ragmen (87) N-nitrozodietilamin ratlara
siirekli uygulandiginda karaciger icin karsinojenik potansiyeli daha yiiksek

olabilir. (89)

NDEA’nin fare, rat, hamster, guinea-pig, tavsan, kopek, domuz, maymun
ve akvaryum baliklar1 i¢in karsinojen oldugu gosterilmistir. Primer olarak nazal
kavite, trakea, 0zefagus ve karaciger tiimorlerini indiikler. Kanseri oral yoldan
besinlerle alimla, inhalasyonla ya da deri yoluyla maruziyet sonucu tetikleyebilir.

Prenatal tek doz NDEA maruziyeti ile bile kanser gelisebilir. (90)

2.3.3 NDEA Maruziyeti Olusumu

NDEA'’y1 olusturan nitroz asit ve dietilamin ya da trietilamin arasindaki
kondanse fazdaki kimyasal reaksiyon iyi bilinmektedir. (91) Dietil iceren herhangi
bir tersiyer amin nitroze edici bir ajan ile etkileserek NDEA olusturabilir. Son
zamanlarda her iki aminin de buhar fazinda nitrojen oksitleri ile reaksiyona
girerek reaksiyon iiriinii olarak NDEA verdikleri gosterilmistir. (92) Bu da
NDEA’nin kendisi kullanilmasa bile prekiirsorleri yolu ile olusarak endiistriyel

ortamlarda bulunabilecegini gosterir.

Dietilamin ya da trietilaminin kullanildig1 ya da iiretildigi durumlarda
NDEA maruziyeti olugabilir. Maruziyet her iki aminin de siklikla nitrozaminle
kontamine olmasindan kaynaklanir. Dahasi, kimyasal bir ara bilesik olarak amin

kullanilirsa NDEA reaksiyon iiriinii olarak ortaya ¢ikabilir. (93)

NDEA kanser calismalarinda siklikla kullanildigr i¢in laboratuvar

hayvanlarinin bosaltim atiklariyla insanlarda maruziyet sz konusu olabilir. (94)
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NDEA giiniimiizde endiistride genis bir alanda kullanilmaktadir. Fiber
endiistrisinde kopolimerler icin yumusatici olarak, gres yagi icin katki olarak,

dielektrik sabitini yilikseltmek ve 1,1-dietilhidrazin sentezi i¢in kullanilir. (90)

NDEA'’ya mesleki olmayan maruziyet normal bat1 diyeti ile beslenmenin
bir sonucu olabilir. Normal bir Ingiliz diyetinde bir kisinin haftalik dialkil ve
heterosiklik nitrozamin alimi yaklasik olarak 1-3pg/haftadir. (94) Diger bir
maruziyet yolu da NDEA’nin gastrointestinal yolda endojen olusumudur.
Dietilamin insan mide sivisinda nitritle reaksiyona girerek NDEA’y1 olusturur.
(90) NDEA’n1n sigara ve sigara dumaninin bir bileseni oldugu da rapor edilmistir.

(96)

H,C—N —.H H,C— N — H,C— N
(1) CH, 3 CH, (5) ﬁ OH
2 :
Spontan Denitrozasyon Delalkllasyon
Denitrozasyo) yolu YL
-H,C=0
‘NO ‘NO
p N—CH
| @ CH H,C—N
Oksidagyon ~ H,C—N* HSC_N, Oksidasyon
£ 20 CH, .‘CHZ -OH"
NO; NO, /N
+H20 H'—!C N* (5}
X -0y
] (8)
H,;N—CH, + H,C—=0 H,C—X

Sekil 7. N-Nitrozo Bilesiklerinin Metabolizmasi
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2.3.4 N-Nitrozo Bilesiklerinin Metabolizmasi

N-Nitrozaminler ortak karsinojenik mekanizmalara sahip, fizyolojik
sartlarda oldukca kararli ve aktif karsinojenlere doniismek icin metabolik
transformasyon gerektiren bilesiklerdir. Dialkilnitrozaminler o C atomunun Sit P
450 monooksijenaz sistemi oksidasyonu ile kararli olmayan ara bilesiklere
doniiserek, DNA’da alkil eklentiler olusturan alkilleyici ajanlar haline gelirler.
(97) Sekil 7°de nitrozaminlerden = N-Nitrozodimetilamin’in  (NDMA)
metabolizmas1 goriilmektedir. Spontan denitrozasyon sonucu NDMA, alkilaminil
radikaline (Sekil 7[2]) doniisiir. Alkilaminil radikali NDMA ile reaksiyona girerek
o nitrozamino C merkezi radikali (Sekil 7[3]) ve bir amin olusturur (Sekil 7[4]).
Sit P 450 (CYP) metabolizmas: sirasinda dealkilasyon yolunda rekombine
edilerek o hidroksinitrozaminleri olusturan hidroksil radikali ve C merkezli
radikaller ortaya cikar. (Sekil 7[5]) a hidroksinitrozaminler de DNA gibi
niikleofilik bilesiklere (X) hasar veren reaktif diazonyum tiirlerine doniisiir. (Sekil
7[6]) Alternatif bir yolda denitrozasyon meydana gelebilir. Bu yolda NO,

metilamin (Sekil 7[7]) ve formaldehit (Sekil 7[8]) olusur. (98)
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2.4 Kanserin Onlenmesi

Kanserin 6nlenmesi icin timor gelisim mekanizmalar1 kadar kanser
sebepleri ve kanser epidemiyolojisi de goz 6niinde bulundurulmalidir. insanlar
modern hayatta karsinojen denizinde yasamaktadir ve bu durum artik hayatin bir
gercegidir. Siirekli olarak kanser olusturma potansiyeli tasiyan cevresel ajanlara
maruz kalinmaktadir. Buradaki anahtar sorular sunlardir. Yasam bigimi
degistirilerek risk azaltilabilir mi? Riski azaltan kimyasallar kullanilabilir mi?
Birinci sorunun cevabi oldukca nettir. Sigara icmenin tehlikeleri agik¢a
tanimlanmistir. Obezite belli kanser tipleriyle iliskilidir. Erken ve uzun siireli
ostrojen ve diger hormonlara maruziyet meme kanserinde rol oynar. Oyleyse riski
azaltmaya yonelik yapilabilecek bir seyler var demektir. ikinci sorunun cevabi net

olmasa da bu olasilig1 gosteren veriler cesaret vericidir. (99)
2.4.1 Diyetle Kanserin Onlenmesi

Bir¢ok calisma yagdan zengin, karbonhidrat, sebze-meyve ve liften fakir
diyetle beslenmenin kolorektal kanser ve diger kanser tipleri riskini arttirdigi
hipotezini destekler. Hem hayvan deneylerinden hem insanlarda yapilan
epidemiyolojik calismalardan elde edilen kanitlar yiiksek yagli ve yiiksek kalorili
diyetin kanser riskini arttirdigin1 gosterir. Buna zit olarak; kalori kisitlamasinin
hayvan deneylerinde kimyasallarla indiiklenmis deri ve pankreas timori
insidansin1  azallug  gosterilmistir.  (157) Diyet yolu ile kanserden

korunulabilecegine dair bir diger 6rnek Sekil 8’de gosterilmistir.
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Prostoglandin

Sekil 8. Diyetle alinan fitokimyasallarin meme kanserini 6nlemede etKisi

Gidalarda tiimoriin baslangic ve ilerleme sathalarinda cesitli basamaklarda
etkili olabilecek potansiyel olarak kanser onleyici cok sayida igerik vardir. Dogal
yolla olusan gida bilesenleri ve vitaminler hakkindaki bu bilgi diyet

modifikasyonunun kanseri énlemede bir yol oldugu fikrini olusturmustur.

Diinyada o6zefageal ve gastrik kanser mortalite oranlarinin en yiiksek
oldugu Cin’de bir bolgede boyle bir besinsel miidahale caligmasi stirdiiriilmiistiir.
Bu calismada diyette vitamin A ve ¢inko destegi gastrik kanser; [ Karoten,
vitamin E ve selenyum desteginin de Ozefageal kanser insidansim azalttig
gosterilmigtir. Selenyumun ayrica prostat kanserinden koruyucu etkileri de
gosterilmistir. Siit ve kalsiyumun fazla tiiketilmesi diisiik kolorektal kanser riski

ile iliskilidir. B Karoten vitamin A’nin dogal besinsel kaynagidir. (Retinol) Bir¢ok
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bitkisel kaynakta (yesil ve sar1 sebzelerde) bulunur. Fakat insan ve hayvanlar
tarafindan sentezlenmez. Vitamin A’nin diger besinsel kaynagi siitte, yumurtada
ve ette bulunan alkol ve aldehid formlar1 ve onlarin esterleridir.  karoten, vitamin
A ve sentetik retinoidler koruyucu ajanlar olarak goze carparlar. B karoten
elektron ¢opciisii antioksidan olarak fonksiyon gosterir, oysa ki retinol ve
retinoidler gen  ekspresyonunu, doku differensiasyonunu ve  hiicre
proliferasyonunu diizenleyen spesifik niikleer reseptor proteinleri aracilifiyla
hiicresel differensiasyonu arttirir. 3 karotenin kanserden koruyucu olarak rol

oynadigini arastiran ¢cok sayida caligma yapilmistir.

Vitamin D’nin de kolorektal kanseri Onleyici rolii oldugunu destekleyen
deneysel kanitlar vardir. Vitamin D’nin hiicresel proliferasyonunu ve

differensiasyonunu diizenledigi ve anjiogenezi inhibe ettigi rapor edilmistir.

Cok sayida gozlemsel epidemiyolojik calismaya gore; diyetle sebze,
meyve, vitamin mineral alimi ile 6zellikle meme kanseri olamak iizere kanser
insidans1 arasinda ters iligki bulunmustur. Fakat gozlemsel epidemiyolojik
caligmalarla randomize klinik calismalar arasinda kopukluk devam etmektedir.
Bunun sebeplerinden biri, sebze ve meyvelerin alimi ile kanser arasindaki
iliskinin bir¢cok koruyucu ajani birlikte iceren bu diyetsel iirtinlerin birlikte alimina
dayali olmasidir. Diger bir neden ise, tek bir maddenin koruyucu etkisini arastiran
randomize klinik caligmalarin, o maddenin diger ajanlarla etkilesimlerini ve buna
baglh koruyucu etkileri tam olarak gostermemesi nedeni ile genellikle basarisiz

olmasidir. (100)
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2.4.2. Kimyasal Ajanlarla Kanserden Korunma

Bazilar1 diyet bilesenleri olan belirli kimyasallarin, hayvanlarda timor
olusum insidansim azalttig1r gozlenmistir. Epidemiyolojik arastirmalar insanlarda
baz1 kimyasallarin kanseri onleyebilecegi ya da progresyonunu yavaslatabilecegi
fikrini olusturmustur. Cok sayida kimyasal bilesik deneysel hayvan ¢alismalarinda
kullanilmistir, bircogu da kullanilmaya devam edilmektedir. Karsinojenik siireci
inhibe eden ajanlarin uygulanmasi ile karsinogenezisin Onlenebilecegi fikri ilgi

cekici bulunmustur. (100)

Teorik olarak karsinogenezin Onlenmesi baslangig, ilerleme ve progresyon
asamalarinin blokaji ile basarilabilir. Baslangi¢ olaylarinin blokaji kimyasallarin
nihai karsinojene metabolik aktivasyonunu azaltan, kimyasal karsinojenlerin
detoksifikasyonunu arttiran, ya da hiicresel hedeflere karsinojenlerin baglanmasini

onleyen ajanlar tarafindan gergeklestirilebilir. (100)

Kanserin kimyasal ajanlarla ©Onlenmesi; diyet igerikleri, vitaminler,
hormonlar, antihormonlar, terapotik amacl kullanilan aspirin, oltipraz ya da
sentetik ajanlarin kanser insidansini1 azaltmak icin kullanilmasidir. Kanser onleyici
ajanlar; antimutajenler ve karsinojen bloke edici ajanlar, antiproliferatifler,
antioksidanlar olarak simiflandirilirlar. Bu ajanlardan bazilar1 birden fazla
mekanizma yolu ile etki gostermeleri nedeni ile ayn1 anda diger kategorilere de

dahil edilebilirler. (100)

Kimyasal onleyici ajanlarin kesfi kadar 6nemli olan diger bir ihtiyag ise

kimyasal Onleyici ajanlarin etkisini izlemede kullanilabilecek biyokimyasal
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belirteclerin  tespitidir. Bu konuda anlamli verilere ulagsmak igin genis
popiilasyonlar1 kapsayan uzun sureli ¢alismalarin yapilmasi gerekir. Bu nedenle
biyokimyasal ve histopatolojik belirtecler calismaya dahil olan popiilasyonun
progresyonunu izlemede kritik oneme sahiptir. Fakat ne yazik ki ¢cogu kanser tipi
icin bu izlemi basarmada ylizde yiiz garantili belirte¢ yoktur. Oral kavite gibi
eksternal ylizeylerde gelisen ya da endoskopik tekniklerle lezyonun
gozlemlenebildigi ve displazi derecesinin belirlenebildigi kanser tiplerinde
(serviks ve mesane) izlem miimkiin olabilirken bir¢ok kanser tiiriinde bu miimkiin
degildir. Bu nedenle bu tiir vakalar i¢in invaziv olmayan biyokimyasal testler

gelistirilmelidir. (100)

Kimyasal ajanlar ile kanserin onlenmesinde klinik strateji 3 kisimdan

olusmaktadir:
1) Invaziv kanser gelismeden karsinojenleri bloke etmek ya da geri
dondiirmek
2) Hastalik progresyonunu 6énlemek
3) Ikinci primer tiimér olusumunu nlemek

Bazi durumlarda ise bu Onleyici ajanlar kemoterapide ya da cerrahide

adjuvanlar olarak kullanilmaktadirlar.

Kanserin klinik olarak ©nlenmesi iki temel kavrama dayanir. Birincisi
karsinogenezin premalign degisikliklerle baslayip sonunda invaziv kansere

ilerleyen coklu basamakli bir siire¢ olmasidir. Ikincisi ise ‘karsinogenez sahasr’
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denilen bir kavrama gore karsinojen maruziyetinin yaygin olarak epitele hasar
vererek karsinojene maruz kalmig biitiin sahay1r ¢oklu bagimsiz kanserlerin
gelismesine yatkinlastirmasidir. Bunun ornekleri derinin giines 1s18ina, kolonun
yag asitlerine ya da akcigerlerin sigara dumanina maruziyeti sonucunda epitelyal
dokularin genis olarak hasarina bagli, multipl primer tiimorlerin olugmasidir.

(100)
2.4.2.1 Kimyasal Koruyucularin Molekiiler Hedefleri

Kanser gelisiminin inisiasyon ve progresyon basamaklari hakkinda
bilgilerin giderek artmasi molekiiler hedefleri kullanan terapotik etkili antikanser
ilaclarin gelistirilmesini saglamistir. Kanser olusumu apoptozisten kagis, biiylime
faktorlerinin asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonu artis1 ve anjiogenezi igeren
molekiiler temellere dayanir. Bu molekiiler temeller hem kanserde hem de

premalign lezyonlarda ¢ogunlukla aymidir. (101)

Intraepitelyal neoplazi olarak adlandirilan kanserin erken fazi kimyasal
onleyici ajanlarin klinik olarak degerlendirilmesi i¢in en iyi ¢alisma modelidir.
Intraepitelyal neoplazi normal epitel ile invaziv kanser arasinda invaziv olmayan
ara bir lezyondur. Bu lezyon ilerlemis kanserlerin bazi genetik ve fenotipik
karakteristiklerini tasidigi icin kanseri onleme ve kanser tedavisinin hedefleri
cakisabilir. Kanseri saptayan daha sensitif metodlar ile kanserler intraepitelyal

neoplazi sathasinda tani alabilir. (101)

Onleme ve tedavinin cakisan hedefleri Epidermal Biiyiime Faktorii

Reseptorii (EGFR), HER-2/neu (Insan Epidermal Biiyiime Faktorii reseptorii
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benzeri onkogen) p53, P katenin, PPAR-0 (peroxisome proliferator-activated
receptor-8), COX-2 (Siklooksijenaz 2), SERM (Selektif Ostrojen Reseptorii
Modiilatorii) ve aromataz inhibitorleridir. Fakat 6énleme ve tedavi girisimlerinin
son noktalar1 bir bakima farklidir. Faz I terapotik calismalarda primer sonug
maksimum tolere edilen doz (MTD) iken, Onleme calismasinda primer sonug
genellikle intraepitelyal neoplazinin invaziv kansere progresyonunun ya da ikincil
tiimoriin olusumunun inhibisyonudur. (Orn: karsi memede meme kanseri) Buna
ilave olarak 6nleme c¢alismasmin amaci predispozan lezyonlarin (Orn: kolon
polipleri) kansere donmesinin 6nlenmesi olabilir. Onleme calismalarinda son
noktaya ulagsmak icin daha uzun siire gerekebilir. Bu da su anlama gelir;
kullanilan ajanlar ve dozlar1 uzun dozaj periyodu boyunca (baz1 vakalarda yasam
boyunca) tolere edilebilir olmalidir. Onleme calismalari pahalidir ve
degerlendirmesi daha zordur. Ila¢c firmalar1 bu nedenle bu tiir calismalardan
kacinirlar. Abbruzzese ve Lippman bunun igin sdyle bir ¢6ziim Onermistir.
Onleyici ve tedavi edici etki icin ortak hedefler biliniyorsa intraepitelyal
neoplazili ve ilerlemis kanserli hastalar1 birlikte iceren calismalar planlanabilir.
Boylece bir grup hastada biyopsi ve cerrahi sonrasi alinan doku ornekleri
kullanilarak IEN’nin progresyonunun yavasladigi ve hedefin ilac tarafindan
etkilendigini gérmek icin miimkiin olabilir. Plazmadan elde edilen beyaz kan

hiicreleri her iki ajan tipinin hedeflerini valide etmek i¢in kullanilabilir. (101)
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2.4.2.2. Kimyasal Koruyucu Ajanlarin Siniflandirilmasi

Antimutajenler ve Karsinojenleri Bloke Eden Ajanlar :

Faz II metabolik enzim indiikleyicileri: N-Asetil-L-Sistein, S-Allil-L-Sistein, Oltipraz,
Fenhekzil izotiyosiyanat

Polifenoller: Ellajik Asit

Diger: Curcumin, DHEA(Dehidroepiandrostenodion), Fluastreone (16-fluoro-DHEA)

Antiproliferatifler:

Retinoidler ve Karotenoidler: 3 Karoten, 4-HPR, 13-cis-retinoik asit, vitamin A
Antihormonlar: Finasterid, Tamoksifen

Antiinflamatuvarlar: Aspirin, Karbenoksolon, Curcumin, 18 p-glisirretinik asit,
Ibuprofen, Piroksikam, Sulindak

G6PDH inhibitorleri: DHEA, Fluasteron

Ornitin Dekarboksilaz inhibitorleri: N-Asetil-L-Sistein , Aspirin, Karbenoksolon,
Curcumin, DEMO( 2-diflorometilornitin), 18 B-glisirretinik asit , 4-HPR( all-trans-N-(4-
hidroksifenil)-retinamid), 1bupr0fen, Piroksikam, Sulindak, 13-cis-retinoik asit,
vitamin A

Protein Kinaz C Inhibitorleri: Karbenoksolon , 18 B-glisirretinik asit, 4-HPR( all-
trans-N-(4-hidroksifenil)-retinamid), Tamoksifen

Diger: Kalsiyum

Antioksidanlar :

Antiiflamatuarlar: Bakiniz antiproliferatifler.
Antioksidanlar: N-Asetil-L-Sistein, B Karoten, Curcumin, Ellajik Asit, Fumarik asit

Faz II metabolik enzim indiikleyicileri: N-Asetil-L-Sistein, S-Allil-L-Sistein, Oltipraz,
Fenhekzil izotiyosiyanat

Tiyoller: N-Asetil-L-Sistein, S-Allil-L-Sistein, Oltipraz
Retinol
Vitamin C

Vitamin E

Tablo 3: Kimyasal koruyucu ajanlarm farmakolojik ve kimyasal yapiya gore

smiflandirilmasi
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2.4.3.Ellajik Asit (EA)

Sekil 9. Ellajik Asitin kimyasal yapisi

2.4.3.1. EA’nin Fiziksel Ozellikleri
Molekiil Formiilii: C14HeOg
Molekiil Agirligi: 302.1 g/mol
Yogunlugu: 1.67g/cm3

Ellajik Asit (EA) (4,4°,5°,5,6,6’- hekzahidroksi difenik asit 2,6,2°,6’-
dilakton), kirmizi meyveler (cilek, bogiirtlen, ahududu v.b), nar, ceviz, pekan
cevizi ve diger bitkisel gidalarda dogal olarak olusan fenolik lakton bilesigidir.
(102) EA, Ellajitaninlerin hidrolizi sonucu aciga c¢ikar, 4 hidroksil grubu ve 2
lakton grubu icerir. Hidroksil grubu antioksidan aktiviteyi arttirir ve hiicreleri
oksidatif hasardan korur. (103)

Saf Ellajik Asitin biyoyararlanimi ellajitaninlerle karsilastirildiginda
diisiiktiir. EA’nin zayif emilimi suda az ¢oziinmesi, fizyolojik pH’da bagirsakta
Ca ve Mg ile iyonize olarak daha az c¢oziinen bilesiklere doniismesi ve ayni
zamanda intestinal epitele baglanma kapasitesi ile iligkilidir. EA’nin intestinal
mikroflora tarafindan biyotransformasyonu sonucu EA’nin iiriner metabolitleri

olan ‘Urolitinler’ ortaya c¢ikar. Absorbsiyonu takiben EA ve iirolitinler
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konjugasyona ugrar. Idrarda ve plazmada metil, glukuronil ve siilfat gruplari ile
konjuge formlar1 bulunur. (104)

Ellajitaninlerin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan plazma EA, 2 ortodihidroksil
grubu icerir ve Katekol-O-Metil Transferaz (COMT) aktivitesi araciligi ile
dimetilellajik aside transforme olabilir. (104) DimetilEllajik Asit daha sonra
glukuronize olarak dimetilellajikasit glukuronid’e (DMEAG) doniisiir.

EA antioksidan, antiinflamatuvar, antikarsinojenik, antiviral,
antibakteriyel, antiproliferatif olmak {iizere bir dizi biyolojik ©Ozellige sahiptir.
(105)

EA; Nitrozaminler, Azoksimetan, Mikotoksinler ve Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi ¢esitli karsinojenlere karsi koruyucu 6zelliklere sahiptir. (106)

EA, dogal, diyetsel fenolik bir antioksidandir, hiicre siklusunun G0/G1
fazim1 durdurup, hiicrenin yasayabilirligini azaltir ve apoptozisi indiikler. (107)
EA’nin insan mesane kanseri hiicre kiiltiirii hiicrelerinde (T24) p53 ve p21 gen
ekspresyonunu arttirdigi, Siklin Bagimli Kinaz 2 (CDK2) gen ekspresyonunu
azalttigi, boylece GO/G1 fazimi durdurdugu bildirilmistir. (108) Son zamanlarda
EA tedavisinin insan kolon kanseri hiicre kiiltiiriinde (SW 480) IGF II tarafindan
aktive edilmis p21 (wafl/Cipl)’in down regiilasyonuna sebep oldugu ve G1/S
gecis fazi iizerinde kiimiilatif etkiye aracilik ederek apoptozise Onciiliik ettigi
rapor edilmistir. (109)

EA, hepatoprotektif ozeliklere sahiptir. In vitro ortamda EA’nin
ekstraselliiller matriks iiretimini arttiran hepatik satellit hiicrelerin aktif sekle

doniistimiinii  yavaglatarak hepatik fibrozisi gerilettigi gosterilmistir. Serbest
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radikal ¢opciisii gibi gorev yaparak karacigere spesifik ekstraselliiler homeostazi
diizenler H,O,’nin hasar verici etkisini azaltarak, hidroksil ve siiperoksit
anyonlarini toplayarak giiclii antioksidan etki gosterir. DNA ile direkt etkileserek
intraselliiler mekanizmalar1 diizenler. Yapilan calismalarda DNA ve proteinlere
geri doniisiimsiiz olarak baglandigi rapor edilmistir. Zn** Ca** Fe’*Cd** and
Cu®* gibi divalen katyonlarla selasyon yapmasi nedeni ile metalloproteinazlari
inhibe eder ve anjiogenezi Onler. HbeAg (Hepatit e antijeni) sekresyonunu
azaltarak anti HBV (anti hepatit B viriis) aktivite gosterir. Vaskiiler endotelyal
hiicrelerde vaskiiler patolojilerle iliskili olan NF-«xB (Niikleer Faktor x Beta)
aktivasyonunu baskilar. Karsinojenlerin DNA’ya baglanmasini inhibe ederek
karsinojenlerin biyoaktivasyonunu oOnler ve kanser hiicrelerinin biiylimesini
yavaslatir. Antikanser Ozelliklerinden antioksidan, antiinflamatuvar, anti
proliferatif etkileri, hiicre i¢i sinyal yollarina etkileri, hiicre siklusunu durdurucu
etkisi ve apoptozis sorumludur. Hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile
konjugasyonunu katalizleyerek detoksifikasyon ve biyotransformasyonunu
saglayan GST (Glutatyon S-Transferaz) enzimini siire ve konsantrasyona bagli
olarak inhibe eder. Bu ozelligi nedeni ile kemoprotektif bir ajan olarak

kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir. (110)
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2.5. Kanser ve Piirin Niikleotid Metabolizmasi

Piirinler, heterosiklik bilesikler olup hem karbon hem de karbon disi
(hetero) atomlar iceren halkali yapilardir. Piirinlerin baslica tiirevleri niikleozidler
ve niikleotidler olup bunlarin her ikisi de, azot hetero atomuna bir B-N- glikozid
bagi ile baglanmis siklik seker (cogunlukla bir pentoz) icerir. Niikleozidler buna
ek olarak, sekerin hidroksil gruplar ile esterlenmis bir veya daha fazla sayida
fosfat grubu icerirler.

Sentezi sirasiyla;

1. Amfibolik ara maddelerden sentez (de novo sentez),

2. Piirinlerin fosforibozilasyonu ve

3. Piirin niikleozidlerinin fosforilasyonu ile olur.

Piirinlerin de-novo sentezi (Sekil 10), Riboz-5 Fosfat’la baslar. Sentez
yolunun 1. basamaginda, ATP girisi ile 5- fosforibozil-1 —pirofosfat (PRPP)
meydana gelir. Bu madde de novo piirin biyosentez yolunda ilk olusan ara madde
olmasimin yani sira, piirin kurtarma yolunda, NAD* ve NADP* biyosentezinde yer
alan bir ara maddedir. Bu reaksiyon PRPP sentetaz enzimi tarafindan katalize

edilir.

Sentezin 2. basamaginda 1. karbona bagli pirofosfat grubu glutaminin
amid  grubuyla  yer  degistirir. Boylece  5’-Fosfo-B-D-ribozilamin
(Fosforibozilamin) olusur. Bu reaksiyonu PRPP glutamil amidotransferaz
katalizler. Bu ilk iki reaksiyon de novo sentez yolunda hiz kisitlayici

basamaklardir.
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Diger reaksiyonlar, 3. - 11. basamaga kadar ardisik reaksiyonlar seklinde

devam ederek, son basamak olan 11. basamakta IMP siklohidrolaz tarafindan

ribozil-5-fosfatin  halkasinin

karboksamid

katalizlenen formimidoimidazol

kapanmas: ile, ilk piirin niikleotidi olan inozin monofosfat (IMP) olusur.(111)
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Sekil 10: Piirinlerin de-novo sentezi
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IMP sentezinden sonra yol dallanir ve iki kisa tepkime dizisi, AMP ve
GMP olusumuna yol agar. IMP’ye aspartat eklenmesi adenilosiiksinat olusturur.
Bu tepkimede GTP’ye ihtiya¢ vardir. Adenozin 5’-monofosfat (AMP) olusturmak

tizere fumaratin serbest birakilmasi adenilosiiksinaz tarafindan katalizlenir.

IMP’nin, IMP dehidrogenaz tarafindan katalizlenen bir tepkimede NAD*
tarafindan oksidasyonu ksantozin monofosfat (XMP) olusturur. XMP’nin 6-okso
grubunun glutaminin amid azotu tarafindan transamidasyonu, 5. tepkimeye

benzer. (111)
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Sekil 11: IMP’nin AMP ve GMP’ye cevrilmesi
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AMP ve GMP mononiikleotidleri, niikkleozid monofosfat kinaz tarafindan
katalizlenen ATP’den fosforil aktarilmasi yoluyla niikleozid difosfatlarina (ADP
ve GDP) cevrilir. GDP, daha sonra, bir diger ATP tiiketilerek niikleozid difosfat
kinaz tarafindan GTP’ye cevrilir. (Sekil 12) ADP’nin ATP’ye cevrimi, birincil
olarak oksidatif fosforilasyon ikincil olarak glikoliz ve sitrik asit dongiisii

tepkimeleri ile basarilir.

ATRE  ADF

ATP ADP
M Gkdeozid 5 i hMikleozid E 5 Milkleozid

monofostat difosfat trifosfat

| KINAZ L KINAZ |

Sekil 12: Niikleozid monofosfatlarin niikleozid difosfatlar ve niikleozid trifosfatlara

cevrilmesi

2.5.1 Kurtarma Yollar1 (Salvaj Yollar)

Piirin, piirin riboniikleozidleri ve piirin deoksiriboniikleozidlerinin
mononiikleotidlere ¢evrimi, de novo senteze oranla daha az enerji gerektiren ve
kurtarma tepkimeleri olarak bilinen olaylar1 kapsar. Miktar olarak daha onemli
olan bu mekanizma, serbest bir piirinin (Pu), PRPP tarafindan, piirin 5’-

mononiikleotid (Pu-RP) olusturmak iizere fosforibozilasyonunu kapsar:

Pu + PP-RP — > Pu-RP + PP;
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Piirinlerin, PRPP’ye bagimli fosforibozilasyonu, adenin fosforibozil
transferaz ( adenini AMP’ye cevirir) (Sekil 13) ve hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaz (hipoksantin veya guanini IMP veya GMP’ye cevirir) (Sekil 14)

tarafindan katalizlenir.
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Sekil 13. Adeninin adenin fosforiboziltransferaz katalizlenen fosforibozilasyonu
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Sekil 14. Hipoksantin ve guaninin sirasiyla IMP ve GMP vermek iizere fosforibozilasyonu
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Ikinci bir kurtarma mekanizmasi, bir piirin riboniikleozidin (PuR) ATP

tarafindan direkt fosforilasyonunu kapsar:

PuR + ATP — » PuR-P+ ADP

Adenozin kinaz, adenozinin AMP’ye veya deoksiadenozinin dAMP’ye
fosforilasyonunu katalizler. Deoksisitidin kinaz, deoksitidin, deoksiadenozin ve
2’-deoksiguanozinin sirastyla, dCMP, dAMP ve dGMP’ye fosforilasyonunu

katalizler.

Piirin niikleotid biyosentezinin ana yeri olan memeli karacigeri, kendi
biyosentezlerini yapamayan dokular tarafindan kurtarilmak ve kullanilmak {izere

piirin ve bunlarin niikleozidlerini saglar. (111)

2.5.2 Piirin Niikleotidlerin Yikimi (Katabolizma)

Adenozin deaminaz enzimi, adenozin ve 2'-adenozini sirastyla inozin ve
2'-deoksiinozine doniistirmektedir. (Sekil 15) Piirin yikim yolunda piirin
niikleotidleri, 5'-niikleotidaz enziminin etkisiyle fosfat gruplarini kaybederek
adenozin monofosfata (AMP) doniismektedirler. Elde edilen AMP ya 5'-
niikleotidaz ile adenozine ya da AMP deaminaz ile deamine edilerek inozin
monofosfata (IMP) doniismektedirler. Daha sonra adenozin, adenozin deaminaz

ile inozine, IMP ise 5'-niikleotidaz tarafindan inozine ¢evrilmektedir.

Bundan sonraki basamak diger piirin bazi olan guanozinle ortak yiiriir ve

bu raksiyonlar1 piirin nukleozit fosforilaz (PNP) enzimi katalizler.
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Sekil 15. Piirin yikim yoluyla iirik asitin olusmasi (111)

Kanser hiicrelerinde DNA turn-over’1 ve buna bagl olarak niikleotidlerin
salvaj ara yolu normal hiicreye gore ¢ok hizlidir. Bu olay kanser hiicresinin
ihtiya¢ duydugu piirin niikleotidlerin artis1 ile birlikte seyretmektedir. Kanserli
hiicrelerde metabolik yolda gorev alan enzimlerin aktivitelerindeki degismeler

kanser hiicresinin enzimatik profilini yansitmasi agisindan onemlidir. (112,113)
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2.6 DNA Turn Over Enzimleri

2.6.1 Adenozin Deaminaz (ADA) Enzimi (adenozin amino hidrolaz EC
3.5.3.3)

Adenozin deaminaz enzimi (ADA; EC 3.5.4.4, Adenozin aminohidrolaz)
adenozin ve deoksiadenozinden amonyagin ayrilmasi ile inozin ve deoksiinozin
olusumunu katalizler.(114,115) Piirin yikim yolunda, inozin ve deoksiinozinin
olusumundan sonra hipoksantin olusur. Hipoksantin salvaj yolun en Onemli
substratlarindandir. Bu yiizden ADA ayn1 zamanda salvaj yolun da enzimi olarak

da kabul edilmektedir. (116,117)
2.6.1.1 ADA’nin Yapisi

Adenozin deaminaz, sekiz B zinciri ve periferde sekiz o heliks igeren
paralel bir off kompleksi icerir. Bu protein 1088 niikleotid tarafindan
sifrelendirilmektedir. Protein zinciri baslangictaki metiyonin hari¢ 362 aminosit
igerir. N- terminal uctaki aminoasit alanin, C- terminal ugtaki aminoasit ise

16sindir. (118)

ADA’nin atomik absorbsiyon spektroskopisine gore her enzim molekiilii
basina 0,9 £ 0,1 Zn atomu baglar. Aktif merkezdeki Zn iyonu, His!? , His!” ve

295,

His*"* " iin N atomlarina, Asp””' in O atomuna ve hidroksipiirin riboniikleozid” in

(HDRP) O atomuna koordine baglarla baglanmstir. (119)

Spesifik olarak adenozin ve bazi diger niikleozit analoglarini substrat
olarak kullanir. (120) Hayvan dokularinda yaygin olarak bulunur. En yiiksek

aktivite cekum, intestinal mukoza ve dalakta bulunur. Buna karsilik iskelet
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kasinda, deride ve kemikte de cok az aktivite vardir. Enzim biiyiik oOl¢iide
hiicrenin sitoplazmasinda bulunmasina karsilik, kismen niikleusta da mevcuttur.

(121,122)

ADA enziminin substrat spesifikligi, elde edildigi kaynaklara gore
degisiklik gosterir. Aynmi sekilde farkli organ ve dokulardan elde edilen enzim
farkli optimal pH, elektroforotik mobilite ve substrat spesifikligi gosterir. Buna
karsilik ayni organizmanin farkli dokularinda ayni enzim mevcuttur. (123)
Malign tiimorlerde, viral hepatitte ve sirozda serumda ADA enzim aktivitesinin
arttigr  goriilmiistiir. Ozellikle giiniimiizde serum ADA aktivitesi, akciger
kanseriyle akciger tiiberkiilozunun ayirici teshisinde de kullamilmaktadir. (124)
Tiiberkiilozda serum ADA aktivitesinde anlamli derecede yiikselme goriiliirken,

akciger kanserinde anlamli derecede degisiklik goriillmemektedir.

2.6.1.2. ADA’nin Gorev Aldig1 Reaksiyonlar

ADA, adenozin ve 2’- deoksiadenozinin sirasi ile inozin ve 2'-
deoksiinozine yikim yolunu katalize etmektedir. Bu reaksiyon geri doniisiimsiiz
oldugu i¢in, adenozinin yikilmasinda kontrol basamagini olusturur. Adenozin ve
deoksiadenozin molekiillerinin yiiksek konsantrasyonlari hiicre igin toksik
oldugundan bu niikleozidlerin hiicre i¢i seviyelerinin diizenlenmesi agisindan

ADA’nin katalizledigi reaksiyon oldukca 6nemlidir. (125)
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Sekil 16: ADA’nin katalizledigi tepkimeler

2.6.1.3. ADA Izoenzimleri

ADA enziminin iki izoformu vardir. Diisiik molekiil agirlikli olan ADAI
izoformu, timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yiiksek molekiil agirlikli ADA2
izoformu karaciger, bobrek ve bagirsaklarda bulunur.(126) Iki molekiil ADAI,
glikoprotein yapisindaki bir proteinle birleserek ADA2 formunu meydana

getirdigi gosterilmistir. (127,128)

ADA baglayici protein (CD26); lenfoid ve epitelyal hiicrelerde ekspresse
edilen 110kDa’luk bir glikoproteindir. Bu protein ekstraselliiler ADA enzimi ile

kompleks olusturur, bunun yanisira intrinsik serin proteaz aktivitesi de gosterir.
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(129) CD26-ADA kompleksi'nin ekstraselliiler adenozin konsantrasyonlarinin

diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir.(130)

2.6.1.4. ADA’nin Lokalizasyonu

ADA, insan ve hayvan dokularinin hemen hemen hepsinde bulunmaktadir.
Lenfoid dokularda diger dokulara gore daha fazla ADA aktivitesi oldugu tespit
edilmistir. ADA’nin esas fizyolojik aktivitesi lenfoid ¢ogalma ve farklilasma ile
ilgilidir. (210) ADA diizeyi lenfositlerde eritrositlere gore 10 kat daha yiiksektir.
T lenfositlerinde B lenfositlerine gore daha yiiksek oranlarda bulunurken, daha az
farklilasmis T hiicrelerinde daha fazla bulunmaktadir. Bu nedenle, ADA hiicresel

immiinitenin bir gostergesi olarak da kabul edilmektedir. (131-133)

ADA aktivitesi; insanda lenfoid olmayan dokular arasinda ozellikle
duodenal epitelyal hiicre villuslarinda, daha az olarakta gastrointestinal sistemin
diger boliimlerinde, santral sinir sisteminin tiim hiicre tiplerinde, kas, akciger,

pankreas ve bobrek gibi organlarda ¢esitli miktarlarda bulunur. (134)

2.6.1.5 ADA’nin Substratlar1 (Adenozin ve 2'-deoksiadenozin)

Adenozin, ADA enzimi i¢in dogal bir substrattir. Adenozin hiicre i¢ine
girdigi zaman ii¢ alternatif metabolizma ile kars1 karsiya gelmektedir. Birincisi
SAH(S-Adenozil Homosistein) hidrolaz ile S-adenozil homosistein olusumu,
ikincisi adenozin kinaz ile adenilik asite (AMP->ATP) fosforilasyonu ve
ticiinciisii de ADA ile inozine deaminasyonudur. Bu ii¢ alternatif yoldan enzim
substrat ilgisi en fazla olan birinci reaksiyon olup bunu ikinci ve li¢iincii reaksiyon

izlemektedir. Bunun icin adenozin konsantrasyonu diisiik oldugunda adenozinin
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biiyiik kism1 ATP’ ye fosforillenirken, adenozinin yiiksek konsantrasyonunda ise
inozine deaminasyonu goriilmektedir. Substrat olarak 2’-deoksiadenozin
kullanildiginda iki alternatif metabolizma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
ADA ile deoksiinozin olusturmak iizere deaminasyonu, ikincisi deoksiadenozin
kinaz ile deoksiadenilik asite fosforilasyonudur. 2’-deoksiinozin olusurken yiiksek

konsantrasyonunda dAMP meydana gelmektedir. (135)

2.6.1.6 dATP Birikmesinin Metabolik Sonucu

Deoksiadenozin trifosfat (dAATP) adenozin metabolizmasinin bir {iriiniidiir.
dATP, DNA sentezi icin gerekli olan normal bir 6n maddedir. Bununla beraber
yiiksek konsantrasyonlarda zararli etkiler gostermektedir. ADA eksikliginin bir
sonucu olarak ortamda dATP konsantrasyonu artmaktadir. dATP hiicrenin
bliylimesi i¢in gerekli olan bir enzim olan riboniikleotid rediiktazi inhibe
etmektedir. Bunun sonucu olarak DNA yapimi inhibe olmakta ve DNA iplik
kirilmalar1 artmaktadir. (136) Sonug olarak ANDP ya hizla DNA’ya doniismekte
ya da deoksiniikleozidlere yikilmaktadir. Lenfositlerde ve diger memeli
hiicrelerinde deoksiniikleotid havuz biiyiikliigii az olup, DNA sentezi i¢in ¢ok kisa
bir siire yeterli olmaktadir. dATP, riboniikleotid rediiktazi inhibe ettigi icin ANDP

yeterli sentezlenememektedir. (137)

2.6.2. 5’Niikleotidaz Enzimi (5’NT)

5’Niikleotidazlar farkli substrat spesifitesine sahip bir grup enzimden
olusur. Ribo ve Deoksiriboniikleozid fosfatlarin defosforilasyonunu katalizleyerek

hiicrelerde niikleotid havuzu dengesinin korunmasini saglarlar. (138)
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Bugiine kadar 7 adet insan 5’ niikleotidaz1 izole edilmistir. (139) Bunlar;

Tablo 4. 5’ niikleotidaz ailesi ve dogal substratlari

5 NUKLEOTIDAZ AILESI

DOGAL SUBSTRATLARI

. Ekto-5’-niikleotidaz (eN)

Genig substrat spesifitesi; Piirin ve
pirimidin deoksi- ve riboniikleozid
monofosfatlar

Sitozolik 5’-niikleotidaz IA
(cN-IA)

AMP, dTMP, dCMP, dGMP, dAMP,
dIMP (dUMP?)

Sitozolik 5’-niikleotidaz IB
(cN-IB)

AMP

Sitozolik 5’-niikleotidaz 11
(cN-II)

6-Hidroksi Piirinler; IMP, dIMP,
GMP, dGMP ve XMP
Fosfotransfer reaksiyonu: Inozin ve
Deoksiinozin

Sitozolik 5’-niikleotidaz III
(cN-III)

Pirimidin monofosfatlara sinirli
niikleotidaz aktivitesi: CMP, UMP,
dUMP, dCMP ve dTMP
Fosfotransfer reaksiyonu:Uridin,
Sitidin ve Deoksisitidin

Sitozolik
5’3’deoksiriboniikleotidaz
(cdN)

2’ ve 3’ monofosfatlar icin en yiiksek
niikleotidaz aktivitesi: 3°-dUMP, 3’-
dTMP, 3°-UMP ve 2’-UMP;
5’-dIMP, 5°-dUMP, 5°-dCMP,
5’-dTMP ve 5’-dAMP icin daha
diisiik niikleotidaz aktivitesi
Fosfotransfer reaksiyonu:
Deoksiiiridin ve Deoksitimidin
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5’ Niikleotidazlardan besi sitozolde, biri mitokondriyel matrikste
lokalizedir. Bir tanesi de dig plazma membranina tutunmustur. (139) Bu enzimler
5’ niikleozid monofosfatlar1 hidroliz etme ortak 6zelligine sahiptir ve cogunlukla
substrat spesifiteleri c¢akisir. Fakat 5°(d)NMP(Niikleozit monofosfat)’ lere
affiniteleri ve 2’ ve 3’- NMP substratlarim1 hidroliz etme yetenekleri farklilik
gosterebilir. 5° Niikleotidazlarin bir¢ogu smirli doku dagilimina sahip iken,
bazilar1 bircok dokuda ayni anda bulunabilir. Niikleotidazlarin dokuya spesifik
ekspresyonundaki, subselliiler lokalizasyonundaki ve substrat spesifitesindeki
farkliliklar belirli bir hiicre ya da doku tipinin metabolik ihtiyaclarina gore
niikleotid havuzlarinin diizenlenmesini saglar. Ciinkii mitokondri ve sitoplazma
kendi kinaz ve niikleotidaz takimlarina sahip oldugu ig¢in, substrat dongiileri bu
kompartmanlardaki niikleotid havuz dengesini saglayabilmek i¢in bagimsiz olarak

isleyebilir. (139)

Sitozolik 5°-NT-I [cN-I] ve ekto-5’-NT’nin adenozin olusumunda gérev
aldig1 diisiiniilmektedir. (140) Kalp, meme dokusu ile beyin dokusunun bazi

alanlarinda adenozin AMP-selektif (cN-I) 5 ‘-NT tarafindan tiretilir. (140)

Sitozolik 5’ niikleotidaz II (cN-II), insanda bircok dokuda ekspresse edilir.
cN-II Inozin monofosfata selektif bir niikleotidazdir ve yiiksek ekspresyonu in
vivo ve in vitro calismalarda ara-C (Sitarabin), Kladribin ve Gemsitabin gibi
klinik acidan ©nemli olan niikleozid analoglarina diren¢ gelisimi ile iliskili
bulunmustur. (139) cN-II niikleozid analoglarinin monofosfat formlarinin

inaktivasyonunda yer alarak diren¢ gelisimine sebep olmasina ragmen ayni
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zamanda 10semik hiicrelerin proliferasyon durumunu yansitan ve hastaligin

agresivitesini gosteren bir belirte¢ olarak da rol oynayabilir. (141)

Ekto-5 -NT (CD73) adenozinin ekstraselliiler iiretimini saglayan bir
enzimdir.(142) Ayni anda pekcok dokuda degisken diizeylerde ekspresse edilir
Fibroblastlarda cok yiiksek diizeylerde ekspresse edilirken, baz1 kanserlerde ¢ok
disiik diizeyde ekspresse edilir ya da hemotopoetik orijinli hiicrelerde hig
bulunmaz. Ekto-5 ‘-NT (CD73) plazma membranina glikozil fosfatidilinozitol ile
baghdir. Baz1 hiicrelerden ya da solid tiimorlerdeki iskemi ve nekroza sekonder
ekstraselliiler olarak biriken adenin niikleotidlerden aktif olarak salinan AMP’den

adenozin iretir. (143)

2.6.3. Ksantin Oksidaz Enzimi (XO)

1902’de Schardinger tarafindan formaldehit varliginda metilen mavisini
dekolorize eden, siitte bulunan bir enzim fraksiyonu kesfedilmis, (144) 20 yil
sonra ayni enzim fraksiyonunun {iirat iiretiminde rol aldigi bulunmustur. (145)
Daha sonra aym ‘Schardinger’ ya da ksantin oksidorediiktaz (XOR) enziminin
piirin niikleotid yikim iiriinleri olan ksantin ve hipoksantinden iirat iiretiminin
gerceklestigi insan piirin katabolizmasindaki terminal hiz kisitlayic1 basamaklara
ait oldugu gosterilmistir. Insanlarda iirat terminal bir metabolittir. Rat

karacigerinde ise iirat allantoine okside olur. (146)

XOR’nin ksantin dehidrogenaz (XDH) ve ksantin oksidaz (XO) olmak

tizere iki izoformu bulunur. XO; ksantin dehidrogenazdan posttranslasyonal
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modifikasyonla olusur. Ratlarda XDH proteinini kodlayan gen kromozom

6(6q13)’da ve insan sekansi kromozom 2 (2p23.1) iizerinde lokalizedir. (147)

XO izoformu; Hipoksantin ya da Ksantin’in substrat oldugu reaksiyonda
molekiiler oksijene elektron transfer ederek siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini olusturur. XDH; hipoksantin ve ksantinden
irat iiretimi sirasinda olusan elektronlart NAD+’ ye transfer eder ve NAD’ nin

indirgenmesi ile NADH olusur. (148)

XOR iki esdeger 145 kDa’luk subiinite iceren nonglikozile bir
metalloflavoproteindir. Her subiinite bir molibdopterin, bir FAD ve iki Fe-S
merkezi igerir. XOR sekansi diger molibdoenzimlerle dikkat cekici benzerlige

sahiptir. Aldehid oksidazla kismen ayni substrat spesifitesine sahiptir. (149)

XOR biitiin  memelilerde ve bunun yanisira omurgalilarda,
omurgasizlarda, yliksek bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde tespit edilmistir.
Biitiin hiicrelerde piirin katabolizmasinin tamamlayici pargasidir. Memelilerde
bagirsakta, karacigerde, meme bezinde ve safra kanallarinda yiiksek aktivite

gosterir. (146)

ROT ve endojen adjuvan olan iirat1 tireten bir enzim olarak XOR dogal
immunite ile iligkilidir ve diger antimikrobiyal bir enzim olan lizozim ile birlikte
kapiller endotelyal yiizeylerde (150), meme bezi epitelinde ve diger epitelyal
yiizeylerde, epitelyal sekresyonlarda, siitte ve fagositlerde ekspresse edilir. (151).
Dolasimda XO izoformu hakimdir. Dolasimda en yiiksek XO aktivitesi ratlarda

bulunmustur. Saglikli bireylerde dolasgimda XOR’a karsit antikorlar bulunur.
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Antikorlar enzimi inhibe etmez fakat ROT f{ireten enzimin turn-over’inda artisa

sebep olabilir. (152)

2.6.3.1. XDH’nin XO’ya doniisiimii

XDH’in posttranslasyonal modifikasyonu sonucu enzim aktivitesi ve
spesifitesinde degisiklikler meydana gelir ve XDH, XO’ya doniisiir. Doniisiim
sistein rezidiilerinin -SH birimlerinin oksidasyonu ile disiilfit kopriilerinin
olusumu ile gerceklesir ve geri doniisiimliidiir. XOR kendini redoksa duyarli hale
getiren sistein kiimelerine sahiptir. (146) XDH ve XO termal dengededir,
proteoliz ya da tiol oksidasyonu proteini XO formunda kilitleyebilir. (153) XDH,
XO’a geri doniisiimsiiz olarak doniisiimii Molibden ve NAD birimlerini baglayan
bir baglayici peptidin proteolizi sonucu in vitro ortamda gerceklesebilir. Ornegin
Ca Proteazlar ve tripsin enzimi 20kDa’luk kismindan ayirabilir ve irreversibl

doniisiim gerceklesir. (146)

2.6.3.2. XOR Aktivitesinin Diizenlenmesi

Tablo 5. XOR aktivitesinin diizenlenmesi (146)

DUZENLEYICI FAKTOR ETKILERI

Hipoksi Aktivitede artis (Baglangicta translasyon ya
da transkripsiyon gerektirmez)

Intraselliiler Fe Translasyonal up-regiilasyon

Proinflamatuvar medyatorler, XDH’m XO’a doniisiimii
lipopolisakkarit, IL 3

nNOS XOR down-regiilasyonu
Anjiotensin II Bovin endotelyal hiicre kiiltiiriinde XOR
indiiksiyonu
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NAD(P)H Oksidaz Bovin endotelyal hiicre kiiltiiriinde XOR
indiiksiyonu
Toksik kimyasallar TCDD gibi dioksinler fare karacigerinde

XOR aktivitesini indiikler

2.6.3.3 XOR Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlar1

Tablo 6. XOR enziminin fizyolojik fonksiyonlari (146)

Fizyolojik Fonksiyon

Ozellikler

Piirin metabolizmasi

Urik asit iiretimi Allopurinol ve oxopurinol ile inhibe
edilir.

BH., metabolizmasi

5,6,7,8 tetrahydro-biopterin (BH4) pterine ve pterin de
isoxanthopterine doniisiir. BH; NOS kofaktiiriidiir.

Ksenobiyotik
metabolizmasi

Aldehitler, Haglar, Nitrofuran deriveleri, Heterosiklikler,
Tioptirinler

Ferrooksidaz aktivitesi

Fe ile Seruloplazminden 1000 kat daha aktif etkilesme
(XO XDH’dan daha etkili)

Nitrik Rediiktaz
aktivitesi

NO;-, NO,-‘e, NO,- NO’e, nitrosotiyolleri NO’e ve
Organik nitratlar1t NO’e indirger.

Retinol metabolizmasi

Meme epitelyum hiicre kiiltiiriinde all-trans-retinol , all-
trans-retinaldehyde’e doniisiir.

NADH Oksidaz Difenileniyodoyum inhibe eder, Allopiirinol inhibe etmez.
aktivitesi XDH XO’dan daha yiiksek aktiviteye sahiptir.
nNOS ile etkilesim nNOS -/- farelerde kardiyak dokuda XOR upregiile

olur.XOR ve nNOS kardiyak miyositlerde ayni
lokalizasyonda bulunur.(247)

Renal COX 2’nin

Renal gelisim sirasinda (COX 2 ile benzer) XOR’un 30

diizenlenmesi kat upregiilasyonu. (XOR-/- farelerde COX 2-/- farelere
benzer renal fenotip)
Adipogenez XOR tarafindan PPARYy’nin diizenlenmesi

Siitte yapisal element

XDH ve butyrophilin siit yag saliniminda rol oynar.
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Dogal immun fonksiyon | XOR epitelyal ve endotelyal ylizeylerde ekspresse edilir ve
TLR-NF-kappa-B yolaklariyla yakindan iligkilidir. Direkt
olarak NF-k-B ve AP-1 tarafindan aktive edilir.

Immun fonksiyon Epitelde bakterisidal ROT ve adjuvan iiratin iiretimi.
Viriisler XDH’1n XO’a proteolizini indiikler.

2.6.4. Guanozin Deaminaz (Guanaz) Enzimi:

O O
H
" NH HN M

f:'i \ *‘;"‘NHE'I'HZO ::>)\ | (,> +NH,

N M

N 9] M

H GDA H

Guanin Ksantin

Sekil 17. Guanin Deaminaz (Guanaz) Enziminin katalizledigi Reaksiyon

Guanin deaminaz (guanaz, guanin deaminaz, guanin aminohidrolaz, EC
3.5.4.3) (GDA) enzimi tavsan karaciger homojenatinda Schmidt tarafindan
kesfedilen guaninin hidrolitik deaminasyonunu katalizleyen piirin katabolizma
yolu enzimidir. (154) Bu reaksiyon sonucunda ksantin ve amonyak olusurken
memelilerde guanin bazinin guanilat niikleotidi olarak tekrar kullanimi geri
doniisiimsiiz olarak engellenir. GDA Piirin katabolizmasinda yer almasina ragmen
dokulardaki ekspresyonu degiskendir ve lenfoid dokularda eksprese edilmez.
(155,156) Farelerde enzimin incebagirsagin proksimal kisminda en fazla
bulundugu, fare beyninin degisik bolgeleri arasinda guanin deaminaz aktivitesinde
50 kattan fazla farklilik bulundugu gosterilmistir. (157) Fare beyninde en yiiksek
guanaz aktivitesi serebral korteks ve amigdalada bulunmustur. Ratlarda guanin

deaminaz aktivitesinde 40 giinliik postnatal gelisim sirasinda karaciger, bobrek ve
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beyinde 10 kattan fazla artis izlenmistir. (158) Erigkin farelere intraperitoneal
guanin uygulanmasi sonrasi karaciger ve beyin enzim aktivitelerinde fraksiyonal
artislar meydana gelmistir. (159) Guanin deaminazin dokuya 6zgii ekspresyonu ve
ekspresyonundaki indiiklenebilir degisiklikler guanin niikleotid havuzunun

diizenlenmesinde potansiyel rolii oldugunu gosterir. (160)

[to ve arkadaslar1 tarafindan Guanin deaminaz enziminin insanlarda
hepatik portal veni etrafindaki hepatositlerin sitoplazamasinda, renal proksimal
tiilbiilde ve incebagirsak mukoza epitelinde lokalize oldugu histokimyasal ve
immunohistokimyasal boyama ile gosterilmistir; fakat enzimin fonksiyonu tam

olarak anlasilamamustir. (161-163)

Insan GDA’s1 en fazla karaciger, beyin ve bobrekte bulunmasina ragmen
AST ve ALT nin relatif olarak yiiksek bulundugu iskelet kasi, kalp kasi, pankreas
ve diger dokularda hemen hemen hi¢ bulunmaz. Bu nedenle serum guanaz
aktivitesindeki artisin karaciger hastaliklarinin spesifik bir gostergesi olarak kabul
edilebilecegi (164) ve ozellikle akut hepatit ve hepatomanin tanisinda diagnostik

bir belirleyici olarak kullanilabilecegi (161) one siiriilmiistiir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
Bu calisma icin Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 08/01/2010 tarihinde 8-451 say1 numarasi ile onay alinmistir. Ayrica
proje Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan 01/2010-
129 proje kodu ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi:

Deneylerde agirliklart yaklasik 200-250 gr olan 30 adet 3 aylik disi Wistar
Albino rat kullanildi. Denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siirecinde
tutuldu. Serbest diyet ve cesme suyu ile beslenmeleri saglandi.

Deneyler rastgele olusturulan bes grup iizerinde gerceklestirildi.

1. Kontrol grubu (K)

2. N-Nitrozodietilamin grubu (NDEA)

3. Ellajik Asit grubu (EA)

4. Es zamanli N-Nitrozodietilamin + Ellajik Asit Grubu (EZ)
5. Profilaktik Ellajik Asit + N-Nitrozodietilamin Grubu (P)

Kontrol grubu: Bu gruptaki 6 rat deney siiresince (10 hafta) normal

laboratuar diyeti ve i¢me suyu ile beslendi.

N-nitrozodietilamin (NDEA) grubu: Bu gruptaki 6 rata deneyin 15.

giinlinde tek doz N-nitrozodietilamin (NDEA) intraperitoneal olarak 200mg/kg

dozunda uygulandi. (174,175)
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Ellajik Asit grubu (EA): Bu gruptaki 6 rata deneyin 15. Giiniinden itibaren

8 hafta siire ile 25 mg/kg/giin dozunda Ellajik Asit giin asir1 olmak {izere serum

fizyolojik (SF) igerisinde gavaj yolu ile oral yoldan uygulandi.

Es zamanli N Nitrozodietilamin + Ellajik Asit Grubu (EZ): Bu gruptaki 6

rata deneyin 15. giiniinden itibaren 8 hafta siire ile EA 25 mg/kg/giin dozunda giin
asirt olmak iizere SF icerisinde gavaj yolu ile oral yoldan uygulandi. Buna ilave
olarak deneyin 15. giiniinde tek doz N-nitrozodietilamin (NDEA) intraperitoneal

olarak 200mg/kg dozunda uygulandi.

Profilaktik Ellajik Asit + N Nitrozodietilamin Grubu (P): Bu gruptaki 6

rata deneyin 1. giiniinden itibaren 10 hafta siire ile EA 25 mg/kg/giin dozunda giin
asirt olmak iizere SF icerisinde gavaj yolu ile oral yoldan uygulandi. Buna ilave
olarak deneyin 15. giiniinde tek doz N-nitrozodietilamin (NDEA) intraperitoneal

olarak 200mg/kg dozunda uygulandi.

Calisma siiresinin sonunda hayvanlarin anestezi altinda kanlar1 alindiktan
sonra sakrifiye edildi. Karaciger dokular1 ¢ikarildi ve soguk (+4°C) SF ile
dokularin temizligi yapildi. Bir miktar doku, igerisinde formol bulunan temiz
siselere konularak histopatolojik inceleme i¢in ayrildi. Kalan karaciger dokular1

s1vi azot i¢inde dondurularak analiz giiniine kadar —74°C de sakland1. (Resim 1)

Ratlardan alinan kanlar 3000 g’de 5 dakika santifiij edildi. Serum kisimlari

ayrilip porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Enzim analizlerinden once her bir gruba ait karaciger dokularn tartilarak 5

kat1 serum fizyolojik icerisinde Heidolph DIAX 900 marka homojenizator ile 1-
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1,5 dakika 4000 devir/dk. homojenize edildi. Homojenat sogutmali santrifiijde

5000g’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatan kisimlari ayrildi.

Resim 1. Deneyin yapihs siireci

3.2. Kullanilan Aletler

» Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

» Homojenizator ( Heidolph DIAX 900 )

» Vortex ( Heidolph Reax 2000 )

» Santrifiij ( Hermle Z 380 K )

» Sogutmali Santrifiij ( Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323 K ')

» Spektrofotometre ( Schimadzu, UV 1601 )

» pH metre ( Jenway )

» Manyetik Karigtirici, Otomatik ve cam pipetler
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3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1. Adenozin Deaminaz (ADA) Aktivitesinin Tayini

ADA aktivite tayini Giusseppe Giusti’nin tarif ettigi metoda gore

yapilmustir. (165)
Metodun Prensibi:
ADA

Adenozin + HHO ——»Inozin + NH;

( OH)/Na2[Fe(CN)SNO]

NH; + OCI + 2 Fenol » Indofenol (Renkli)

Reaksiyonu geregi, ADA aktivitesinin Olciimii icin substrat olarak
adenozin/deoksiadenozin kullanilir. ADA adenozinden inozin/deoksiinozin
olusumunu katalizler. Bu sirada aciga cikan amonyak, sodyum hipoklorit ve
fenol/nitroprussid ile birlikte alkali ¢ozeltide koyu mavi indofenol seklini alir.
Sodyum nitroprussid katalizor olarak gorev yapar. Bu reaksiyon geregi amonyak

konsantrasyonu indofenol konsantrasyonu ile (absorbansiyla) dogru orantilidir.

Reaktifler:

1) Fosfat Tamponu ( 50 mM; pH: 6,5)

2) Tamponlanmis Adenozin Cozeltisi (Substrat 21 mM )

3) (NH4)2SOy4stok ¢ozeltisi (15 mM)

4) (NH4),SOy standart ¢ozeltisi (75 mM; 0,15 pval, NH3/ml)
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5) Fenol- Nitroprussid ¢ozeltisi (106 mM Fenol, 0.17 mM Na nitroprussid)

6) Alkali Hipoklorit ¢ozeltisi (11 mM NaOCI, 125 mM NaOH)

Deneyin Yapihisi: Karaciger doku orneklerinde ADA aktivitesi dl¢limil icin;
numune tiiplerine 1ml Adenozin ¢ozeltisi ve 0.05 ml siipernatan, numune korii
tiiplerine de 1ml Adenozin ¢ozeltisi eklenerek tiiplerin agz1 parafilmle kapatildi.
Tipler karigtirildiktan sonra 37°C’de 60 dakika su banyosunda inkiibe edildi.
Daha sonra numune tiiplerine 3 ml FNP ¢ozeltisi ve 3 ml alkali HOCI c¢ozeltisi,
numune korii tiiplerine de 3 ml FNP ¢ozeltisi, 0.05 ml siipernatan ve 3 ml alkali
HOCI c¢ozeltisi eklendi. Tupler karigtirtlip 37°C’de su banyosunda 30 dakika
inkiibe edildi. Numune ve korlerin absorbansi 628 nm’de distile suya karsi
okundu. Absorbansin 1.00’in iistiine ¢iktigr durumlarda 6rnekler distile su ile 2-5

kat seyreltilerek deney tekrarlandi.

ADA aktivitesi 75 uM’Iik (NH4)2SO4 standart ¢ozeltisi ile mukayese edilerek
asagidaki formiile gore hesaplandi. Sonuglar spesifik aktivite (IU/mg protein)
olarak verildi. (1 TU: 1 dakikada 1umol adenozini inozine doniistiren ADA

aktivitesi)

ADA Aktivitesi (IU/L) = {(A)n-(A)x/ (A)s-(A)sk } x 50

3.3.2. Guanaz, Guanin Aminohidrolaz, Guanin Deaminaz Aktivitesinin

Tayini

Guanaz enzim aktivitesi tayini Caraway VT nin tarif ettigi metoda gore

yapildi.(166)
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Metodun Prensibi:
GUA

Guanin + H, O ——»  Ksantin + NH;

( OH)/Na2[Fe(CN)SNO]

NH; + OCI + 2 Fenol » Indofenol (Renkli)

Yukaridaki reaksiyon geregi ilk asamada guanazdan deaminasyon sonucu

NH5’tin hidrolizi, daha sonra ise NHj’iin fenol ile komplekslesmesi esasina

dayanmaktadir.

1y

2)

3)

4)

5)

Reaktifler:

Stok guanin ¢ozeltisi: 2mg/mL

Guanin c¢alisma ¢ozeltisi: 0.2 mg/mL

Substrat ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlanmalidir.
Tampon ¢ozelti: 50 mM pH= 7.5 fosfat tamponu
Na tungstat: %10 luk (w/v)

Fenol renk reaktifi: 0.125 g sodyum nitropiiriisit icerisinde bir miktar
distile su bulunan 500 mL’lik balon jojeye konur. Uzerine 25 mL fenol

cozeltisi ilave edilir. Distile suyla 500 mL’ ye tamamlanir.

Alkali hipoklorit: Icerisinde bir miktar distile su bulunan 500 mL’lik balon

jojeye 12.5 g NaOH eklenerek ¢oziiliir. Bunun {izerine 20 L % 5.25° lik
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sodyum hipoklorit ¢o6zeltisi ilave edilir. Distile suyla 500 mL‘ye

tamamlanir.

6) Stok standart ¢ozelti: 2 mg/mL saf, (NH4),SO4

7) H,SO4: 0.67 normal

Deneyin Yapiulisi: Karaciger doku orneklerindeki Guanaz enzim aktivitesi
Olclimii icin numune tiiplerine 2 ml fosfat tamponu, 0.5 ml guanin ¢6zeltisi,0.2 ml
siipernatan, numune korii tiiplerine ise 2 ml fosfat tamponu ve 0.2 ml siipernatan
eklenerek tiiplerin agzi parafilmle kapatilip karistirildiktan sonra 37°C de 30
dakika su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra numune tiiplerine 0.4 ml H,SO4
cozeltisi ve 0.2 ml Na-Tungstat ¢ozeltisi; numune korii tiiplerine ise 0.4 ml HySOy,
0.5 ml guanin ¢ozeltisi ve 0.2 ml Na-Tungstat ¢ozeltisi eklenerek tiipler
karigtirithip 10 dakika 5000 rpm de santrifiij edildi ve supernatanlar ayrildi. Daha
sonra temiz numune ve numune korii tiiplerinin her ikisine de 2 ml siipernatan, 2
ml FNP ¢ozeltisi ve 2 ml alkali HOCI cozeltisi eklenerek tiipler karistiritlip 15
dakika 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra 630 nm de her bir tiipiin

absorbansi distile suya karst okundu.

Guanaz aktivitesi ADA’da oldugu gibi 75uM’lik (NH4)2SO4 standart
cozeltisi ile mukayese edilerek asagidaki formiile gore hesaplandi. Sonuclar

spesifik aktivite (IU/mg protein) olarak verildi.

GUA Aktivitesi (IU/L)={ (AA)numune / (AA)standart }x13.12 hesaplandi.
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3.3.3. Ksantin Oksidaz Aktivitesinin Tayini

Ksantin oksidaz tayini Hashimato S’ nin tarif ettigi metoda gore yapildi.
Ksantin oksidaz piirin bazlar1 olan hipoksantin ve ksantini iirik aside doniistiiren
enzimdir. Reaksiyon sonucunda olusan iirik asit 293 nm’ de maximum absorbans

vermektedir. (167)
Reaktifler
1) Tampon ¢ozelti: S0mM, pH: 7.5 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponu
2) Ksantin: 0.17 mM ksantin, tampon igerisinde ¢oziildii.
3) %20’1lik TCA ¢ozeltisi
Deneyin Yapilisi:

Numune tiiplerine 2,7 ml fosfat tamponu, 0,1 ml ksantin ve 10 pl
siipernatan ve kor tiiplerine 2,7 ml fosfat tamponu, 0,1 ml ksantin, 10 pl
stipernatan ve 0,1 ml TCA eklendi. Ttiipler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra numune tiiplerine de 0,1 ml TCA eklendi. Tiipler 5000 g’de

10 dakika santrifiij edildi ve absorbanslari 293nm’de distile suya kars1 okundu.

Ksantin oksidaz aktivitesi iirik asidin € katsayisindan yararlanilarak
hesaplandi. (g: 9500 M'.em™) Sonuglar spesifik aktivite (SA), mIU/mg.protein

olarak verildi.
3.3.4. 5’ Niikleotidaz Aktivitesi Tayini

5’NT aktivitesi Donald WM nin tarif ettigi metoda gore yapildi. (168)
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[S’NT]

AMP — > Adenozin +Pi

Metodun prensibi: Yukaridaki reaksiyon geregi ilk asamada 5’AMP den

fosfatin hidrolizini daha sonra ise agiga c¢ikan fosfatin molibdat ile sar1 renkli

fosfo molibdik asite doniistiiriilerek 680 nm’de spektrofotometrik olarak Pi

Olciilmesi esasina dayanmaktadir.

Reaktifler:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

MnSOy4: 20 mM

Tampon:40 mM; pH:7.5 Na-Barbiturat tamponu
NiCl,: 100 mM

AMP: Substrat 10 mM

TCA: 0.68M

NH4-Molibdate: 40 mM

Indirgeyici Cozelti: 60 mL distile suda 25 g potasyum bisulfate ¢oziiliir;
10 mL distile suda 200 mg metilaminofenol siilfat ¢oziiliir, iki ¢ozelti

karigtirilir ve 100 mL distile suyla seyreltilir.
Na-Asetat: 2.5 mM

Stok P. ¢ozeltisi: 1.0 mg P/mL, KH2PO4

10) Standart P ¢ozelti: 10ug/mL stok P ¢ozeltisinden hazirlanir
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Deneyin Yapilisi:

Numune tiiplerine 1,3 ml tampon, 0,1 ml MnSO4, 0,2 ml numune, 0,2 ml
substrat; numune korii tiiplerine ise 1,3 ml tampon, 0.1ml MnSOy, 0,2 ml NiCl,,
0,2 ml numune, 0,2 ml substrat eklendi. Tiiplerin agz1 parafilmle kapatilarak
karigtirildi ve 30 dakika 37°C su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra tiim
tiiplere 2ml TCA ve sadece numune tiiplerine 0.2ml NiCl, eklenerek tiipler 3000
g’de 15 dakika santrifiij edildi ve supernatan kisimlar1 ayrildi. Yeni hazirlanan
numune ve numune korii tiiplerine 2 ml siipernatan, 3 ml Na-Asetat, 0.5 ml NHy-
Molibdat ve 0.5 ml Indirgeyici cozelti eklendi. Tiiplerin agzi1 parafilmle
kapatildiktan sonar karistirildi ve 5 dk 37°C’de su banyosunda inkiibe edildi ve

680 nm’de distile suya kars1 her bir tiipiin absorbansi okundu.

S’NT aktivitesi daha Once cizilen Pi grafiginin egiminden yararlanilarak

hesaplandi ve spesifik aktivite cinsinden (IU/mg protein) ifade edildi.

Pi Standart Grafigi

0.7 y = 0,003X

0,6 /
% 0,5
'E 0,4 n
§0,3 .
20,2

0,1

0 I I I I
0 50 100 150 200 250
Pi ( uM)

Grafik 1. KH,POj ile cizilen standart grafigin egiminden P miktar1 belirlenmistir

75



3.3.5. Total Protein Tayini

Homojenat siipernatanlarindaki total protein miktar1 tayini Lowry

metoduna gore yapildi. (169)

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinlerin Cu®* ile Cu*™ - protein
kompleksi olusturarak fosfomolibdat- fosfo tungstat reaktifini ( Folin-Ciocalteau-
Phenol reaktifini) indirgeyerek mavi-mor renkli iiriin olugturmasi esasina dayanir.

Rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
Reaktifler:

1) A reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H,0 ve 1.0 gr Nas-Sitrat bir miktar distile suda

coziindiikten sonra 100ml’ye tamamlandi.

2) B reaktifi: 20gr Na,COs ve 4.0 gr NaOH bir miktar distile suda ¢oziildiikten

sonra 1 L’ye tamamlandi.
3) C reaktifi: 50 ml B ¢ozeltisi + 1.0 ml A ¢ozeltisi karistmi hazirlanda.

4) D reaktifi (Folin-Ciocalteau Cozeltisi): 10 ml Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi 10 ml

distile su ile karistirilarak hazirlandi.
Deneyin Yapulisi:

Kor ve numune tiiplerine 2.5 ml C reaktifi ve numune tiipiine 10ul
siipernatan eklendikten sonra iyice karistirilarak laboratuvar sicakliginda 10
dakika bekletildi. Kor ve numune tiiplerine 250 pl D reaktifi eklendikten sonra

laboratuar sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve 700nm’de numunelerin
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absorbanslar1 kore karsi okundu. Sonuglar standart egim grafiginden

yararlanilarak hesaplandi.

Protein Standart Grafigi
y =2,58X

0,6
0,5

b4
2 04 /
§ 073 /
° E)
§ 0,2 /
0,1 /
O T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Protein (mg/ml)

Grafik 2: Protein Standart Grafigi

3.3.6. Diger Biyokimyasal Parametrelerin Olciimii

Rat serumlarinda AST (Aspartat aminotransferaz), ALT (Alanin
aminotransferaz), Gama Glutamil Transferaz (GGT) enzim aktiviteleri ve
Albumin diizeyleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez

Laboratuvari’nda Abbott Architect ci16200 cihazinda spektrofotometrik olarak

sleiildil.
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3.4. Dokularin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Karaciger dokulari %10 luk formalinde tesbit edildikten sonra ince
dilimler halinde kesilip parafin bloklara gémiildii. Her bir parafin bloktan seri
kesitler yapilip Hematoksilen ve Eozin ile boyandi. Histopatolojik degisiklikler

mikroskop altinda incelendi.
3.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS for Windows 15.0 paket
programinda yapildi. Degerlendirmelerde gruplar arasi karsilagtirmalar icin
normal dagilim gosteren parametrelerde Tek Yonlii Varyans Analizi ve bagl
olarak Bonferroni testi, normal dagilim gostermeyen parametreler i¢in Kruskall-
Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi ve Mann-Whitney U testi uygulandi.

Istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR:

Deney sonrasi rat serumlar1 karaciger fonksiyon testleri parametrelerine ait

ortalama + standart sapma degerleri Tablo 8’de goriilmektedir.

Tablo 8. Ortalamaz+standart sapma (X + SD) olarak Serum Karaciger Fonksiyon Testleri

Sonuglar:
Grup AST ALT GGT ALBUMIN
1.Kontrol 1295+ 14.3 64.5 £3.7 <0400 3.8£04
2.NDEA 158.8 +30.0 59.8+13.2 <0400 3.8+03
3.EL.Asit 176.3 £95.2 53.7+£13.8 <04+£00 3.7£0.2
4.Es Zaman 117.3+47.0 475 +8.6 <04+£00 3.8+03
5.Profilaksi 104.7 £43.5 533+£33 <0400 35+£03
Istatistiksel analiz sonuglari

1-2 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
1-3 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
1-4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
1-5 p >0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
2-3 p >0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
2-4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
2-5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
3-4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
3-5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
4-5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

4.1 Karaciger Fonksiyonlarim1 Gosteren Parametrelere Ait Bulgular

79




4.1.1. Rat Serumu AST Aktiviteleri

Rat Serum AST Degerleri

Kontrol NDEA EL.Asit Es Proflaksi
Zaman

Gruplar

Grafik 3. Tum gruplara ait serum AST (/1) enzimi aktiviteleri (ortalama * standart hata

olarak verilmistir)

4.1.2. Rat Serumu ALT Aktiviteleri

Rat Serum ALT Degerleri

Kontrol NDEA EL.Asit Es Proflaksi
Zaman

Gruplar

Grafik 4. Tiim gruplara ait serum ALT (/1) enzimi aktiviteleri (ortalama + standart hata

olarak verilmistir)
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4.1.3. Rat Serumu GGT Aktiviteleri

Rat serum GGT Degerleri

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Kontrol NDEA EL.Asit Es Proflaksi
Zaman

Gruplar

Grafik 5. Tiim gruplara ait serum GGT (1u/l) enzimi aktiviteleri (ortalama + standart hata
olarak verilmistir.)

4.1.4. Rat Serumu Albumin Diizeyleri :

Rat Serum Albumin Degerleri

Kontrol NDEA EL.AsitEs ZamarProflaksi

Gruplar

Grafik 6. Tiim gruplara ait serum Albumin (gr/dl) diizeyleri ortalama * standart hata olarak
verilmistir
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Rat serumlarina Ait AST, ALT, GGT(x100) ve
Albumin (x10) degerleri

200
150
100 i il OAST
BALT
50 aOGGT
0 OALB

Kontrol NDEA EL.AsiEs Zamdtroflaksi

Gruplar

Grafik 7. Karaciger Fonksiyonlarim1 Gosteren Parametrelere Ait Sonuclarin Gruplar Arasi
Karsilastirilmasi

Tablo 8 ve Grafik 3-7°de de goriildiigii gibi; AST enzimine ait sonuglar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda NDEA ve Ellajik Asit grubunda yiikselme, es
zamanli ve profilaksi grubunda azalma goriilmekte olup, bu degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir. ALT enzimi kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda, genel olarak tiim gruplarda aktivitede bir azalma
goriilmekte ancak istatistiksel bir fark bulunmamaktadir. GGT enzim aktivitesi ve
Albumin seviyeleri agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi bir

degisiklik bulunamamaistir.
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Deney sonrasi rat serumlart DNA Turn-over enzimleri aktivitelerine ait

ortalama + standart sapma degerleri Tablo 9’ da goriilmektedir.

Tablo 8. Ortalamaz+standart sapma (X * SD) olarak Serum Karaciger Fonksiyon

Testleri Sonuclar:

Grup ADA GUA 5’ NT X0
1.Kontrol 45+0.2 20£0.2 4525 52+1.7
2.NDEA 64+14 22+0.5 47+14 8.0+£1.8
3.EL.Asit 59+0.1 1.9+£0.6 42 %27 55+£6.0
4 .Es Zam 7.0£0.6 25+0.6 3.8+1.7 53+13
5.Profilaksi 7115 26+1.1 5339 52+12
Istatistiksel analiz

12 P<0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05
13 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
14 P<0.006 p>0.05 p>0.05 p>0.05
15 P<0.004 p>0.05 p>0.05 p>0.05
23 p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05
24 p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05
25 p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05
34 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
35 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
45 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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4.2 Rat Serumu DNA Turn-Over Enzim Aktiviteleri

4.2.1. Rat Serumu ADA Aktiviteleri

Rat Karaciger dokusuna ait ADA Aktivitesi
(lU/mg protein)

=]

L= N N

Kontrol NDEA EL AsitEs Zamabroflaksi

Gruplar

Grafik 8: Tiim gruplara ait serum ADA (1u/mgprotein) enzimi aktiviteleri ortalama =+

standart hata olarak verilmistir.

4.2.2. Rat Serumu Guanaz Aktiviteleri

Rat Karaciger dokularina ait GUA Aktivitesi
(lUImg protein)

Kontrol EL.Asit Proflaksi

Gruplar

Grafik 9: Tiim gruplara ait serum Guanaz (1u/mgprotein) enzimi aktiviteleri ortalama +
standart hata olarak verilmistir
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4.2.3. Rat Serumu 5’ NT Aktiviteleri

Rat karaciger dokusu 5 NT Aktivitesi (IU/mg protein)

QO = MR W = OO

Kontrol NDEA EL.Asit Es ZamanProflaksi

Gruplar

Grafik 10: Tim gruplara ait serum 5’NT (1u/mgprotein) enzimi aktiviteleri ortalama +*
standart hata olarak verilmistir.

4.2.4. Rat Serumu XO Aktiviteleri

Rat Karaciger dokusu XQ Aktivitesi (IU/mg
protein)

A~ O 0

8]

Kontrol NDEA EL.AsitEs Zamarroflaksi

Gruplar

Grafik 11: Tiim gruplara ait serum XO (1u/mgprotein) enzimi aktiviteleri ortalama =+
standart hata olarak verilmistir.
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Rat karaciger dokularina ait ADA, GUA, 5'NT ve
XO enzim aktiviteleri (lU/mg protein)

8 ==
6
4 BADA
mGUA
2
o5 NT
0 — axo

Kontrol NDEA EL.AsiEs Zamdfroflaksi

Gruplar

Grafik 12. Tiim gruplara ait DNA Turn-Over Enzimleri Aktivitelerinin karsilastirilmasi

Tablo 9 ve Grafik 8-12’de de goriildiigii gibi; ADA aktivitesi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda bir yiikselmenin oldugu goriilmektedir.
Bu yiikselmelerden Ellajik Asit haric NDEA, es zamanli ve profilaksi grubundaki
artiglarin istatistiksel olarak anlamli derecede yiikseldigi dikkati cekmektedir.
(p<0.05, p<0.006 ve p<0.004 swras1 ile) Grup ic¢i diger karsilastirmalara

bakildiginda anlamli bir farkin olmadig goriilmektedir.

Tiim gruplarin GUA ve 5’NT aktiviteleri incelendiginde, her iki enzim
aktivitelerinde de kontrol gruplarina gore bariz dalgalanmalar olmakla birlikte, en
belirgin degisiklik her iki enzim icin de NDEA ve profilaksi grubunda

goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir.

XO enzim aktivitesi incelendiginde kontrol grubuna gore profilaksi grubu
haric diger gruplarda aktivitede artislarin oldugu goriilmektedir. Ancak

istatistiksel olarak irdelendiginde, tiim gruplar ile NDEA grubu arasinda anlamli
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farklar bulunmustur. (p< 0.05) NDEA grubu disinda diger gruplar arasinda

istatistiksel anlamda bir degisikligin olmadig1 goriilmektedir.

Tablo 8 ve Tablo 9 birlikte incelendiginde, hem karaciger enzimleri hem de DNA
turn-over’i enzim aktivitelerinde ortak olarak NDEA grubunda kontrol grubuna

gore bariz derecede bir artisin s6z konusu oldugu goriilmektedir.

4.3. Histopatolojik Analiz Bulgulari

Resim 2. NEDA verilen rat karacigerine ait histolojik kesitlerde santral ven cevresinde
sinusoidlerde dilatasyon (mavi ok ile gosterilmektedir) ve safra pigmentinde artis (kirmizi

oklar ile gosterilmektedir) dikkati cekmektedir (HE, X200).
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Resim 3. Kontrol Grubuna ait rat karacigerinin histolojik Kkesiti. (HE, X40)

Resim 4. EA grubuna ait rat karacigerinin histolojik kesiti. (HE, X40)
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Resim 5. EZgrubuna ait rat karacigerinin histolojik kesiti. (HE, X40)

Resim 6. P grubuna ait rat karacigerinin histolojik kesiti. (HE, X40)
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200 mg/kg tek doz NEDA tedavisi sonrasi yapilan histopatolojik inceleme
sonucunda NDEA verilen gruplarda karaciger dokusunda tiimoral gelisim
izlenmedi. Sadece NDEA verilen grupta santral ven cevresinde kanalikiiler ya da
intrasitoplazmik safra pigment artis1 ve yer yer sinusoidlerde dilatasyon disinda
patoloji ~ saptanmadi.  Diger  gruplara ait  dokularin  histopatolojik
degerlendirmesinde EZ ve Profilaksi gruplarinda hafif sinusoidal dilatasyon

disinda herhangi bir spesifik bulguya rastlanmadi.

90



S5.TARTISMA

Kanser, gen ekspresyonunda ¢oklu degisikliklerin sebep oldugu, hiicre
proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi ile c¢evre dokulara
invaze olabilen, uzak organ ve dokulara metastaz yapabilen, 6nemli morbiditeye
ve eger tedavi edilmezse konagin Oliimiine neden olabilen anormal hiicre

biiylimesi olarak tanimlanmaktadir. (1)

Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gore kanser, diinya genelinde en
Oonemli Oliim sebeplerden biri olarak gosterilmektedir. Diinya saglik Orgiitiiniin
verilerine gore, 2007 yilinda 7.9 milyon kisi ( biitiin 6liimlerin % 13’1 ) kanser
sebebi ile hayatim kaybetmistir. Kansere bagli oliimlerin % 30’u Onlenebilir
olmasina karsilik akciger, mide, karaciger, kolon ve meme kanseri sebebi ile
Olenlerin sayis1 diger kanser tiirlerine gore en fazladir. 2007’ de kanser Sliimlerinin
%72’si geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde goriilmiis; 2030 yilinda ise diinya
genelinde kanserden oliimlerin 12 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Tiitiin
kullanimi kanser i¢in tek basina en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir.

(170)

Normal hiicrenin tiimor hiicresine doniisiimii cok basamakli bir siire¢ olup,
tipik olarak prekanser6z bir lezyonun malign tiimore doniisiimii seklinde
gerceklesmektedir. Kanser, tek bir hiicredeki eksternal ajanlar ve kalitilmis
genetik faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikan degisikliklerden koken almaktadir.

Kansere sebepleri 3 grupta incelenebilir:
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1. Fiziksel karsinojenler ( UV ve iyonize radyasyon),

2. Kimyasal karsinojenler (asbest, tiitin dumani komponentleri,
aflatoksin, arsenik), biyolojik karsinojenler (bakteri, viriis ve parazit

enfeksiyonlari).

3 Yaslanma da kanser gelisimine neden olan temel faktorlerden
biridir. Yasla beraber kanser insidansi artmakta olup, bu artis hiicresel tamir

mekanizmalarinin yetersiz kalmasina baglanmaktadir.

Tiitiin kullanimi, alkol kullanimi, sebze-meyveden fakir diyet, HBV ve
HCYV gibi kronik enfeksiyonlar, HPV enfeksiyonu geri kalmis ve gelismekte olan
tilkelerde kanserin sebepleri arasindadir. Gelismis iilkelerde ise tiitiin, alkol

kullanim1 ve obezite major risk faktorleri olarak belirtilmektedir. (170)

Hiicrenin malign transformasyonu, mutasyonlarin progresif birikimi, gen
ekspresyonunda ve/veya gen iiriiniinde (protein) stabil mutasyondan bagimsiz

(epigenetik) degisiklikler ile de iliskilidir. (171)

Kimyasal karsinojenler genotoksik ve genotoksik olmayanlar seklinde de
siniflandirilabilirler.  (171) Genotoksik olmayan karsinojenler, mutajenik
olmamasina ragmen hiicre proliferasyonunu stimule ederler, apoptozisi inhibe
ederler, inflamasyonu arttirirlar ve/veya terminal olarak ¢ogalan hiicrelerin kritik

genlerinde stabil ya da gecici epigenetik degisiklikleri indiikleyebilirler. (171)

Nitrozaminlerin farkli hayvan tiirlerinde tiimor olusumunu indiikledigi

bilinmektedir. Yapilan calismalarda bir karsinojen olarak nitrozaminlerin
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insanlarda goriilen bazi tiimorleri indiikledigi de belirtilmektedir. (171) NDEA
cevresel atiklarda, sigara dumaninda bulunur ve endojen olarak da sentezlenebilir.
(171) Yapilan degisik ¢alismalarda NDEA’ nin bir¢ok tiirde tiimorleri indiikledigi
gosterilmistir. Buna karsin Andrzejewski ve arkadaglart NDEA’nin epigenetik

oldugunu ileri stirmektedirler. (171)

NDEA maymun kolonilerinde yapilan calismalarda, tiim bilesikler i¢inde
iki yil icerisinde hemen hemen %100 kanser gelisim insidansi ile en potent ve
tutarli karaciger karsinojeni olarak tespit edilen bir ajandir. NDEA intraperitoneal
yolla verildiginde latent donem peroral yolla verilmesine gore daha kisa
bulunmustur. (minimum 6 ay) NDEA tiimor olusumu ve doz bagimililig i¢in
latent donem ile kiimiilatif doz arasindaki iligkiyi arastirmak icin model
hepatokarsinojen olarak kullanmilmigtir. Alt1 aydan uzun yasayan hayvanlarda
toksik hepatit, siroz ve adenomatdz hipreplazi gozlenmistir. Karaciger tiimori

indiiksiyonu ise lineer doz bagimlilig1 gostermistir. (172,173)

NDEA maruziyeti sonucu serbest oksijen radikallerinin olusumunun
karaciger kanserinin indiiksiyonunda anahtar rol oynadigr diisiiniilmektedir. (83)
NDEA karacigerde sitokrom P450 (Sit P450) enzimleri tarafindan etil-
asetoksietil-nitrozamine metabolize olur. Bu bilesik faz II enzimleri vasitasiyla
nontoksik bir bilesige konjuge edilebilir, ya da hiicresel makromolekiilleri direk
olarak etilleyen etil- diazonyum iyonuna doniisebilir. (84) NDEA, Sit P450
enzimleri tarafindan metabolik aktivasyona ugrayarak sitotoksik, mutajenik ve
karsinojenik etkilerinden sorumlu oldugu ve artmis serbest oksijen radikalleri’nin

buna aracilik ettigi bildirilmektedir. (86)
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NDEA tek basina karaciger hasar1 olusturmak ve hepatokarsinogenezi
baslatmak amac1 ile daha 6nce bircok calismada kullanilmistir. (174-179) Buna
karsin hepatokarsinogenez olusturmak amaci ile yapilan ve tek doz NDEA
uygulamasina ilave olarak cesitli ilerletici ajanlarin kullanildigr ¢alismalar da
yapilmugtir. (180-183) Biz yaptigimiz calismada ratlara NDEA’y1 intraperitoneal
yolla 200mg/kg tek doz halinde verdik. Calismamizda ilave ajan kullanilmamasi

NDEA’nin tek basina olusturdugu etkileri arastirma acisindan 6nemlidir.

Ellajik Asit (EA), giiclii antioksidan etkilere sahip bitkisel bir polifenol
olup, nitrozaminler, azoksimetan, mikotoksinler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 da kapsayan cesitli karsinojenlere karsi acik kemoprotektif
ozelliklere sahip bir molekiildiir. (173) Hwang Me ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir
calismada; in vitro ortamda peroksit ve siiperoksit radikallerini arttirarak ve
mitokondriyel membran potansiyeli kaybina yol agararak apoptozisi indiikleyen
Vitamin K3’tin yol actifi hepatosit hasarmma karsi, EA’nin mitokondriyal
membran potansiyel kaybi ve boylece kaspaz aktivasyonuna yol acan ROT
tiretimini baskilayarak koruyucu oldugunu gostermislerdir. Aymi calismada in
vivo ortamda (Balb/c farelerinde) c-jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonu ile
hem apoptozis hem de nekroz yolu ile fulminan hepatik yetmezlige sebep olan
Konkanavalin A’nin hepatotoksik etkilerine kars1 Ellajik Asit’in gii¢lii antioksidan
etki ile oksidatif stresi azaltarak fulminan hepatiti 6nledigi gosterilmistir. (184) Bu
yayinlarin aksine, EA ’in cesitli hiicre kiiltiirlerinde hiicre siklusunu durdurduguna
ve apoptozisi indiikledigine dair yaymnlar da bildirilmistir. EA’nin bu etkilerini

pzlwz‘f”Cipl (185) artis1, pS3 artis1 ve kaspaz 3 aktivasyonu, (108,186,187) Siklin
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A ve B1 down-regiilasyonu ve Siklin E up-regiilasyonu araciligi (186) ile
gerceklestirdigi One siiriilmiistiir. Nanberg ve arkadaglari insan noroblastoma
hiicre kiiltiirinde EA’nin hiicre biiylimesi ve apoptozis iizerine potent inhibitor
etki ile hiicre sayisinda azalmayr sagladigini gostermislerdir. (188) Larrosa ve
arkadaslar1 ise Caco-2 insan kolon kanseri hiicre kiiltiirtinde 1, 10 ve 30 uM
Ellajik Asit uygulamasi sonrasi proliferasyonun inhibe oldugunu gostermislerdir.
(186) Li ve arkadaslar ise 5, 10, 25 ya da 50 uM Ellajik Asit uygulamasi sonrast
insan mesane kanseri T24 hiicre kiiltiiriinde GO/G1 fazindaki hiicre yiizdesinin
artmis, G2/M fazindaki hiicre yilizdesinin azalmis oldugunu bildirmislerdir.(108)
Narayanan ve arkadaslar servikal karsinoma hiicre Kkiiltiiriine 72 sa. 100 uM
Ellajik Asit uygulamasinin hiicrelerinde GO/G1 gecisini durdurdugunu, 96 sa
uygulamanin ise BrdU isaretli hiicre sayisini azalttigini gostermislerdir.(185)
Buna karsin Mertens-Talcott ve arkadaslar1 ne 5 ne de 10 uM Ellajik Asit’in insan
16semi MOLT-4 hiicrelerinde hiicre siklus kinetikleri tizerine anlamli etkisinin
olmadigin1 farkli yayinlarla bildirmislerdir.(187,189,190) Bu celiski Mertens-
Talcott ve arkadaslarinin calismalarinda EA ile Quercetin arasindaki sinerjik
etkiye odaklanarak diisiik doz EA kullanmalarina baglanabilir.(188). Diger
muhtemel bir agiklama ise, ¢alismalarda kullanilan hiicre kiiltiiriiniin koken aldig1
dokuya bagh olarak farkli sonuglar elde edilmis olabilecegi yoniindedir. Hiicre
siklusunu giiclii sekilde inhibe edici etkiler daha once epitelyal hiicrelerin
kullanildig1 calismalarda gosterilmisken, (107,185,186) Gerek Mertens-Talcott ve

arkadaslari’nin T lenfoblastlar iizerinde yaptigi calismada gerekse noroblastoma
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hiicrelerinde yapilmis baska calismalarda hiicre siklusunda simirli degisiklikler

gozlenmistir. (187-190)

Biz calismamizda muhtemel artmis hiicre proliferasyonunun DNA turn-
over'inda gorev alan enzim aktivitelerinde artisa yol acabilecegi on fikrine
dayanarak hem NDEA uygulamas ile birlikte baslatilan EA uygulamasinin, hem
de NDEA uygulamasi yapilmadan 6nce baslatilan EA uygulamasinin DNA turn-
over’inda gorev alan enzim aktiviteleri izerine etkisini arastirdik. Bunlara ilave
olarak, NDEA uygulamasinin yol agabilecegi muhtemel karaciger hasarini ve
EA’nin karaciger hasarindan koruyucu etkisini degerlendirmek amaci ile de rat
serumlarinda hepatik fonksiyon belirteci olan AST, ALT, GGT enzim aktiviteleri

ile albumin diizeylerini ol¢tiik.

Bansal K. ve arkadaslarinin vitamin E’nin NDEA ile indiiklenmis oksidatif
hasara karst koruyucu etkilerini arastirdigl bir calismada, serum AST ve ALT
diizeyleri NDEA verilen gruplarda yiiksek bulunmustur. (175) Baska bir
calismada ise Janani ve arkadaslart NDEA ile indiiklenmis karaciger
toksisitesinde Bacosid A’nin hepatoprotektif etkisini arastirmislar ve NDEA
verilen gruplarda serum AST, ALT ve GGT enzim aktivitelerini yaklasik 4 kat
yiksek bulmuslardir. (176) NDEA kullanilarak yapilan diger caligmalarda da
serumda ve plazmada karaciger hasarim gosteren AST, ALT, GGT, ALP ve LDH

gibi enzim aktivitelerinin arttig1 gosterilmistir. (177,179,191,192).

Calismamizda NDEA verilen grupta AST enzim aktivitesi kontrol grubuna

gore yiiksek, ALT enzim aktivitesi ise diisiik olarak bulunmustur, fakat bu
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sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu gruba ait GGT enzim aktiviteleri
ve albumin diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda bariz yiikselmeler

olmasina karsilik, istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

Tasaki ve arkadaslar1 ratlarda EA’nin gidalarla birlikte aliminin
giivenilirligini arastirdiklar1 bir ¢alismada erkek ratlarda %1.25 ve %5 EA
ilavesinin oldugu gruplarda AST enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore diisme,
disilerde ise yiikkselme saptamislar. ALT ve GGT enzim aktivitelerinde ve
albumin diizeylerinde her iki cinste de gruplar arasinda fark bulunamamistir. Bu
calismada AST diizeyindeki dalgalanmalar tedavi ile iligkilendirilmemistir. (193)
Alkole bagl karaciger toksisitesi lizerine EA’nin etkisini konu alan bir ¢alismada
sadece alkol verilen grup ile karsilastirildiginda, EA’nin farkli dozlarinin AST,
ALT, GGT enzim aktivitelerini diisiirdiigii bulunmustur. Fakat bu c¢alismada
EA’nin bu enzim aktivitelerine tek basina etkisi arastirllmamistir. (194) Rat
karaciger dokusunda Siklosporin ile indiiklenen oksidatif hasara EA’nin etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada sadece EA verilen grupta kontrol grubuna gore AST
enzim aktivitesi hafif artarken, ALT enzim aktivitesi degismemistir, AST

aktivitesindeki artis anlamli bulunmamustir. (103)

Calismamizda AST enzim aktivitelerinde, kontrol grubuna gore
karsilastirlldiginda EA grubunda artis, es zamanli (EZ) ve Profilaksi gruplarinda
ise azalma saptandi. ALT enzim aktivitesi ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda
diisik bulundu. Fakat bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi. GGT
aktivitesi ve albumin diizeyleri agisindan gruplar arasinda fark tesbit edilmedi. Rat

serumlarinda karaciger fonksiyonlarini gosteren belirteglerin bizim kullandigimiz

97



cihazin ve metodun kullanmilarak olciildiigli yayinlar bulunmaktadir. (195-197)
Fakat bu metoda ait 6l¢tim araliklar1 gozéniinde bulunduruldugunda ¢alismamizda
karaciger fonksiyonlarin1 gosteren belirteclerdeki dalgalanmalar ve literatiirle
uyumsuzluklar 6l¢iim metodumuza ve beraberinde tiir ve cins Ozelliklerine de

baglanabilir.

Adenozin deaminaz, adenozin ya da deoksiadenozinin deaminasyonunu
katalize ederek piirin niikleotidlerin yikiminda gorev alan bir enzimdir. ADA’nin
katalizledigi bu basamak geri doniisiimsiizdiir ve adenozin yikiminin hiz
kisitlayici basamaklarindan biridir. Calismamizda tiim gruplarda ADA aktivitesi
kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (p<0.025). Bunlardan NDEA, Es zamanh
ve Profilaksi gruplarinda ADA aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede

yiikseldigi goriildii. (p<0.05 ve p<0.025 sirasi ile)

ADA aktiviteleri daha 6nce yapilan pek ¢ok ¢calismada kanser6z hiicre ve
dokularda artmis ya da azalmis bulunmustur. (198) Son zamanlarda yapilan
calismalar ADA aktivitesi Ol¢limiiniin malignansi tanis1 ve monitdrizasyonunda

yararl olabilecegine isaret etmektedir. (198)

ADA hizli doku proliferasyonu esnasinda biiyiime faktorleri ve sitokinler
tarafindan uyarilmaya oOzellikle duyarhdir. (199) Bir¢ok calismada ¢ok hizh
biiyliyen tiimorlerde ADA aktivitesi artisi gozlenirken, yavas biiyiiyen 1iyi

diferensiye tiimorlerde bu aktivite artis1 goriilmemistir (200,201).

Suchitra ve arkadaslar1 gastrik kanserli hastalarda serumda ADA

aktivitelerinin anlamli diizeyde yiikseldigini bulmuslardir. Bu ¢alismada ADA
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aktivitesi tanisal deger acisindan CEA ile karsilagtirilmis ve ROC egrilerine gore
ADA icin egri altinda kalan alan daha yiiksek bulunmus ve CEA’ya gore ADA

aktivitesinin tanisal agidan daha yararl oldugu kabul edilmistir. (202)

Aghaei ve arkadagslart meme kanseri olan hastalarda yaptiklar1 ¢alismada
serumda ve meme kanserli dokuda total ADA ve ADA2 aktivitelerinin arttiini
gosterdiler. Kanseroz dokudaki ADA aktivitesi artisi bazi arastirmacilar
tarafindan ADA’nin salvaj yoldaki roliine baglanirken, bazi1 aragtirmacilar bunu
ADA enzimi substratlarinin (adenozin) birikimi sonucu olusan toksisiteye karsi
koyan bir kompanzasyon mekanizmasit olarak gormektedirler. (198) Timér
hiicrelerinde Adenozin piirin ve pirimidin metabolizma artigina, hiicre 6liimiine ve
niikleotid yikimina, iskemi ve ATP yikimina, AMP salinimina ve S- Adenozil
homosistein hidrolizine bagl olarak olusabilir. Deoksiadenozin ve deriveleri olan
dAMP, dADP, dATP niikleik asit biyosentezinin potent inhibitorleridir. (198)
Malign tiimorlerde ADA aktivitesi artist kanser hiicrelerine salvaj yolda HGPRT
enziminin substrati olan hipoksantin Ulretimini arttirarak selektif avantaj
saglayabilir. (198) Bunun aksine bazi yaymlarda adenozinin bazi tiimdrlerin
biiyiimesini uyardigi rapor edilmistir. Ornegin insan meme kanseri hiicrelerinde
adenozinin mitojenik etki gosterdigi bulunmustur (205). Bunu destekleyen baska
bir goriis de adenozinin adenozin reseptorleri araciligi ile VEGF (Vaskiiler
endotelyal biiylime faktoril) ekspresyonunu arttirarak anjiogenezi stimule ettigi ve
boylece de tiimor hiicresinin yasam siiresini uzatabilecegi yoniindedir. (205)

Tiimor cevresinde adenozin konsantrasyonunun artist Aja reseptorleri araciligl ile
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MHC (Major Histokompatibilite proteinleri)’ler iizerindeki tiimor antijenlerinin T

hiicre reseptorlerine sunumunu ve bdylece T hiicre aktivasyonunu baskilar. (205)

Bizim calismamizda NDEA, EZ ve Profilaksi grubunda ADA aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. (p<0.05, p<0.006, p<0.006
sirastyla) Sadece NDEA verilen grupta ADA aktivitesi artis1 piirin metabolizmast
artis1 lehine yorumlanabilir. Sadece EA verilen grupta da kontrol grubuna gore
ADA aktivitesi yliksek bulunmasina ragmen bu artis anlamli degildi. Hem NDEA
hem EA verilen EZ ve Profilaksi gruplarinda ADA aktivitesi artigi, piirin
niikleotidlerin yikiminda hiz kisitlayic1 basamak olan ADA enziminin substrati
olan adenozin diizeylerinin artisina sekonder olarak EA’nin kompanzatuvar bir
mekanizma ile adenozini uzaklastirma mekanizmast olarak yorumlanabilir.
Yaptigimiz literatiir taramalarinda EA’nin ADA enzimi ile iligkini agiklayan bir
yayma rastlayamadik. Yeni yapilacak c¢alismalarla EA’nmin ADA enzimi
tizerindeki etkisi ve etki mekanizmasi arastirilarak daha aydinlatici bilgiler ortaya

koyulabilir.

XO Hipoksantinin Ksantine, Ksantinin de iirik asite oksidatif
hidroksilasyonunu katalizler. (151) XO esas olarak hepatosit sitoplazmasinda,
intestinal enterositlerde, goblet hiicrelerinde, vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve
meme epitelinde ekspresse edilir. (206) Urik asit ve oksidasyon iiriinii olan
Allantoin, serbest radikal ¢Opgiisii gorevi yaparak hiicreyi dogal olaral olusan
reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif hasardan
korurlar. (151) XO bu yonii ile oksidatif strese karst savunma enzimidir. Ote

yandan ilgin¢ bir sekilde XO’nun kendisi ¢cok sayida ROT ve RNT sentezine
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katkida bulunur. (151) XO’nun iki formu vardir. Primer gen iiriinii Ksantin
Dehidrogenazdir. XO posttranslasyonal modifikasyonla olusur. Bilhassa XO
tarafindan ¢ok sayida ROT ve RNT iiretilir. XO elektron alicisi olarak O;’ni
kullanir. (151) Bu ozelliklerinden dolayr XO hiicresel redoks potansiyelini
diizenleyen oOnemli bir enzimdir. Hipoksi XO’yu transkripsiyonal ve post-
transkripsiyonal seviyede aktive eder. Proinflamatuvar sitokinler hiicre kiiltiiriinde
XO transkripsiyonunu indiikler. (206) XO hakkinda biyokimyasal bilgi
zenginligine ragmen Ozellikle insanlarda fizyolojik fonksiyonlar1 hakkinda bilgi
yetersizdir. Linder ve arkadaslar1 meme, mide ve kolon kanserinde XO down
regiilasyonunun kotii prognozla iliskili oldugunu gostermislerdir. (207,208) Piirin
niikleotidleri metabolizmasinda XO ve piirin salvaj yolu enzimi olan HGPRT
enzimi hipoksantin ic¢in yarigirlar. Piirin salvaj yolu ATP acisindan de novo
senteze gore 6 kat daha kazanch oldugu i¢in salvaj yola sant olmasi kanser
hiicrelerine biiyiime i¢in avantaj saglar. Bu santa bagl olarak kotii prognozlu
kanserlerde XO aktivitesinin azaldigr ©One siiriilmiistir. (207,208)  Bizim
caligmamizda XO aktivitesindeki artis NDEA verilen grupta tiim gruplarla
karsilastirlldiginda anlamli  derecede yiiksek olarak bulundu (p<0.005)
Literatiirdeki bilgiler yorumlandiginda NDEA grubunda XO aktivitesinde azalma
beklense de calismamizda goriillen bariz artis XO’nun serbest radikal

metabolizmasindaki roliine baglanabilir.

5’Niikleotidaz, AMP’nin defosforilasyonu ile Adenozinin olustugu
basamag katalizleyen enzimdir. AMP baz hiicrelerden aktif olarak salinan (143),

ya da solid tiimorlerdeki iskemi ve nekroza sekonder olarak aktif salinim ya da
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pasif taginma ile ekstraselliiler olarak biriken adenin niikleotidlerden kaynaklanir.
Bu enzimin bir¢ok formu tanimlanmistir. Bunlardan Ekto-5° -NT (CD73)
adenozinin ekstraselliiler {iretimini saglar. (142) Fibroblastlarda ve bazi
kanserlerde cok yiiksek diizeyde ekspresse edilirken hemotopoetik orijinli
hiicrelerde ya ¢ok az ekspresse edilir ya da hi¢ bulunmaz. Malign hiicrelerde Ekto-
5’ -NT aktivitesi degiskendir. Meme karsinomunda, mide kanserinde, pankreas
kanserinde, kronik myeloid losemide, kutanéz T hiicreli lenfomada,
glioblastomda, Walker 256 karsinomunda Ekto 5’NT aktivitesi yliksek olarak
bulunmustur. (209) Glioblastomda Ekto 5’NT ve tiimor rekiirrensini gostermede
onemli prognostik faktor olan epidermal biiyiime faktorii reseptorii arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur. (209) Bizim c¢alismamizda 5°’NT aktiviteleri
gruplar arasinda dalgalanma gostermekte idi. Kontrol grubuna gore NDEA ve
Profilaksi gruplarinda 5’NT aktivitelerinde artis, EA ve EZ gruplarinda azalma
goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Literatiirde
EA’nin 5’NT f{izerine etkilerini konu alan yayinlarin yetersizligi nedeni ile
calismamizdan elde edilen bulgularin yeni yapilacak calismalarla 6zellikle etki

mekanizmasi agisindan aydinlatilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Guanin deaminaz (guanaz, guanin aminohidrolaz, EC 3.5.4.3) guaninin
hidrolitik deaminasyonunu Kkatalizler. Bu reaksiyon sonucunda ksantin ve
amonyak olusur. (154) Insan guanazi en fazla karaciger, beyin ve bobrekte
bulunmasina ragmen AST ve ALT’nin rolatif olarak yiiksek bulundugu iskelet
kasi, kalp kasi, pankreas ve diger dokularda hemen hemen hi¢ bulunmaz. Bu

nedenle serum guanaz aktivitesindeki artis karaciger hastaliklarinin spesifik bir
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gostergesi olarak kabul edilebilecegi (164) ve oOzellikle akut hepatit ve
hepatoma’nin tamisinda diagnostik bir belirleyici olarak kullanilabilecegi (161)
one siiriilmiistiir. Durak ve arkadaslari guanin deaminaz aktivitesinin kanserdz
bobrek dokusunda yiikselmis oldugunu (210) Canbolat ve arkadaslar1 ise meme
kanseri dokularinda enzim aktivitesinin diisiik oldugunu gostermislerdir. (211)
Rutinde olciilen diger enzimlere gore GDA aktivitesi normal insan plazmasinda
cok diisiik ve refereans araligr cok dardir. (0-1.2IU/L) Kolorimetrik metodlar
karaciger hastaliklarinda yapilmis c¢alismalarda karsilagilan yiiksek GDA
aktiviteleri icin yeterince sensitif iken normal ve orta derede artmis aktiviteleri
saptamada bazi metodlar ile ilgili ¢cekinceler mevcuttur. (212) Biz calismamizda
guanin deaminaz aktivitelerini NDEA, EZ (NDEA ve EA) ve Profilaksi
gruplarinda kontrol grubuna gore hafif artmis bulduk. Bu artis Es zamanh ve
Profilaksi gruplarinda daha belirgindi. Fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik goriilmedi. Yaptigimiz literatiir taramalarinda GUA, NDEA ve
EA’nin birlikte calisildifi bir yayina rastlayamadik. Bu sebeple literatiir
kiyaslamasi yerine buldugumuz sonuclar goz oniine alinirsa; GUA aktivitesinin

belki de daha uzun bir siirede degisiklik gosterebilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda karaciger dokularinin histopatolojik incelemesinde sadece
NDEA verilen grupta santral ven cevresinde kanalikiiler ya da intrasitoplazmik
safra pigment artist ve yer yer sinusoidlerde dilatasyon disinda patoloji
saptanmadi. Diger gruplara ait dokularin histopatolojik degerlendirmesinde EZ ve
Profilaksi gruplarinda hafif sinusoidal dilatasyon disinda herhangi bir spesifik

bulguya rastlanmadi. Bansal AK ve arkadaslarinin 1.p 200 mg/kg tek doz NDEA
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ile indiiklenen oksidatif hasara karsi E vitaminin etkisini arastirdiklari bir
calismada NDEA tedavisi sonrasi 7. giinde rat karaciger dokusunun histopatolojik
incelemesinde  akut  inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve  hepatosit
sitoplazmalarinda vakuolizasyon, 14. giinde yapilan incelemede ise hepatositlerde
nekroz oldugunu tespit etmislerdir. (175) Diger bir calismada ise tek i.p tek doz
200 mg/kg NDEA uygulamasin takiben 7.giinde sakrifiye edilen ratlardan alinan
karaciger dokularinin histopatolojik incelemesinde, hepatonekroz alanlar1 ile
birlikte karaciger hiicrelerinde displazik degisiklikler gdzlenmistir. (176) Liu ve
arkadaslarinin C57BL/6j farelerine 3 hafta (haftada 1 kez) i.p 75ug/g ve ardindan
3 hafta i.p 100 ug/g NDEA vererek HCC ve kolonjioselliiler karsinom gelisimini
takip ettikleri bir arastirmada; NDEA uygulamasi sonras1 23. Haftada sakrifiye
edilen farelere ait karaciger dokularimin histopatolojik incelemesinde safra
kanallarinda dilatasyon ile birlikte safra kanali hiicrelerinde kolanjioselliiler
karsinom gelisimi baslangici goriilmiis fakat HCC olusumu gézlenmemistir. HCC
olusumu ise NDEA uygulamasi sonrasi 30. haftada kolonjioselliiler karsinom
gelisimi sonras1 goriilmiistiir. (213) Oral yoldan ratlara 9 hafta 20 mg/kg (haftada
5 giin) ardindan 6 hafta 10 mg/kg (haftada 5 giin) NDEA uygulamasinin yapildigi
bagska bir c¢alismada karaciger dokusunun histopatolojik incelemesinde
niikleuslarda polimorfizm ve hiperkromazi, niikleoluslarda piknozis ve sayica
artig, intraniikleer ve intrasitoplazmik vakuolizasyon ve c¢ok sayida Kupffer
Hiicresi goriilmiistiir. (171) Yukaridaki bilgiler 1s1ginda tek basina NDEA etkisi
ile kanser olusumu i¢in gerekli siirenin daha uzun oldugu, ayrica kanser gelisim

stirecinin tiire ve doza bagl olarak degisiklik gosterdigini soylemek miimkiindiir.
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Ellajik Asit’in antioksidan yOniiniin bilinmesine ragmen NDEA’nin
etkisini azaltmada da etkin olup olmadigim1 gostermek i¢in birlikte ve daha uzun
siirelerde kullanmak ve kinetik caligmalarla desteklemenin daha faydali olacagi

kanaatindeyiz.
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6.SONUC

Sonu¢ olarak AST enzimine ait sonuclar kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda NDEA ve Ellajik Asit grubunda yiikselme; es zamanli ve
profilaksi grubunda azalma bulundu fakat bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlaml degildi. ALT enzimi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, genel olarak
tim gruplarda aktivitede bir azalma goriilmekte idi ancak istatistiksel bir fark
bulunmadi. GGT enzim aktivitesi ve Albumin seviyeleri acisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda herhangi bir degisiklik bulunamadi.
Calismamizda karaciger fonksiyonlarin1 gosteren belirteglerdeki dalgalanmalar ve
literatiirle uyumsuzluklar Ol¢lim metodumuza ve beraberinde tiir ve cins

ozelliklerine baglanabilir.

ADA aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda bir
yiilkselmenin oldugu ve bu yiikselmelerden EA haric NDEA, es zamanli ve
profilaksi gruplarindaki artislarin istatistiksel olarak anlamli derecede yiikseldigi
goriildii.  (p<0.05, p<0.006 ve p<0.004 sirast ile) NDEA grubunda ADA
aktivitesindeki artis piirin metabolizmasinin hizlanmasi lehine yorumlanabilir. EZ
ve Profilaksi gruplarindaki bariz artisin ise kompanzasyon sonucu oldugu
diistiniilebilir. Tiim gruplarin GUA ve 5’NT aktiviteleri incelendiginde, her iki
enzim aktivitelerinde de kontrol gruplarina gore bariz dalgalanmalar oldugu
goriildii. En belirgin degisiklik her iki enzim i¢cin de NDEA ve profilaksi
grubunda  goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamad..Literatiirde benzer yayma rastlanmadi. Bu sonuglardan yola cikarak

Guanaz ve 5’NT aktivitelerinin daha uzun siire NDEA maruziyeti sonucu
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degisiklik gosterebilecegi fikrine ulasilabilir. XO enzim aktivitesi incelendiginde,
NDEA grubunda diger gruplara gore XO aktivitesinin anlamli olgiide arttig
bulundu. (p< 0.05) Diger gruplar kendi arasinda Kkarsilastirildiginda XO
aktivitesinde anlamli farklilik bulunamadi. Literatiirdeki bilgiler yorumlandiginda
NDEA grubunda XO aktivitesinde azalma beklense de calismamizda goriilen

bariz artis XO’nun serbest radikal metabolizmasindaki roliine baglanabilir.

Calismamizda karaciger dokularinin histopatolojik incelemesinde sadece
NDEA verilen grupta santral ven ¢evresinde kanalikiiler ya da intrasitoplazmik
safra pigment artist ve yer yer sinusoidlerde dilatasyon disinda patoloji
saptanmadi. Diger gruplara ait dokularin histopatolojik degerlendirmesinde EZ ve
Profilaksi gruplarinda hafif sinusoidal dilatasyon disinda herhangi bir spesifik

bulguya rastlanmadi.

Yukaridaki bilgiler 1s1g8inda tek basina NDEA etkisi ile kanser olusumu
icin gerekli siirenin daha uzun oldugu, ayrica kanser gelisim siirecinin tiire ve

doza bagh olarak degisiklik gosterdigini sdylemek miimkiindiir.
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8. OZET

NDEA (N-nitrozodietilamin); serbest oksijen radikalleri olusumu ile
karaciger kanseri indiiksiyonunda anahtar rol oynadigi diisiiniilen bir
nitrozamindir. (82,83) EA (Ellajik Asit) antioksidan, antiinflamatuvar,
antikarsinojenik, antiviral, antibakteriyel, antiproliferatif 6zelliklere sahip fenolik
lakton bilesigidir. (102) Kanserli hiicrelerde piirin metabolizma yolunda gorev
alan enzimlerin aktivitelerindeki degismeler kanser hiicresinin enzimatik profilini
yansitmasi agisindan énemlidir. (112,113) Bu ¢alismada NDEA ve EA’nin rat
karaciger dokularinda DNA turn-over’inda gorev alan enzimler (ADA, GUA,
5’NT, XO) ile serumda karaciger fonksiyonlarini gosteren parametreler (AST,
ALT, GGT, Albumin) {iizerine etkilerini ve histopatolojik etkilerini inceledik.

Calismada agirliklar yaklagik 220-250 gr olan 30 adet disi wistar albino
rat kullanildi. Ratlar Kontrol grubu (K), NDEA grubu (NDEA), Ellajik Asit grubu
(EA),Es zamanli NDEA+EA grubu (EZ) ve Profilaksi EA+NDEA grubu (P)
olmak {izere 5 gruba boliindii. NDEA uygulamasi 200mg/kg tek doz seklinde
intraperitoneal yoldan yapildi. EA, oral yoldan gavaj yolu ile 25 mg/kg dozunda
verildi. Rat karaciger dokularinda DNA turn-over enzimleri spektrofotometrik
olarak, karaciger fonksiyonlarin1 gosteren belirtegcler Architect Ci 16200 cihazinda

oOlciildii. Dokularin histopatolojik incelemesi yapildi.

Sonug olarak AST, ALT, GGT ve Albumin seviyelerinde gruplar arasinda
degisiklikler gbzlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmada.

ADA aktivitesinde kontrol grubuna gére NDEA, EZ ve profilaksi gruplarinda
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anlaml derecede artis goriildii. (p<0.05, p<0.006 ve p<0.004 siras1 ile) Tiim
gruplarin GUA ve 5’NT aktiviteleri incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi. NDEA grubunda diger gruplar ile
karsilastirildiginda XO aktivitesinin anlamli olarak yiikseldigi goriildii. (p< 0.05)
Histopatolojik incelemede, NDEA grubunda santral ven ¢evresinde kanalikiiler ya
da intrasitoplazmik safra pigment artist ve yer yer sinusoidlerde dilatasyon
goriilirken diger gruplarda spesifik bulguya rastlanmadi. Ellajik Asit’in
antioksidan yoniiniin bilinmesine ragmen NDEA’nin etkisini azaltmada da etkin
olup olmadigimi gostermek icin birlikte ve daha uzun siirelerde kullanmak ve

kinetik ¢aligsmalarla desteklemenin daha faydali olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: NDEA, Ellajik Asit, ADA, GUA, 5’NT, XO.
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9. SUMMARY

N-Nitrosodiethylamine(NDEA) is a potent carcinogenic dialkyl
nitrosamine used to induce liver cancer in animal models. Ellagic Acid (EA), a
polyphenol found in berries, grapes and nuts, exhibits important health promoting
effects via its antioxidant, antiproliferative, anticarcinogenic, antiviral,
antibacterial activities. In this study, we aim to investigate the effects of NDEA on
DNA turn-over enzyme activities in NDEA treated rat liver tissues and
proflactic/therapeutic effects of EA in these rat liver tissues.

30 female wistar albino rats were divided into 5 groups randomely. 1)
Control (C), 2) NDEA alone, 3) EA alone, 4) NDEA+EA simultaneously (S), 5)
Prophylactic EA+NDEA (P). A single dose of 200mg/kg NDEA was administered
i.p to the rats. Also, EA was administered every other day dose of 25mg/kg via
gavage. DNA turn-over enzyme activities were measured in rat liver tissues
spectrophotometrically. Liver function tests were analysed in serum by Abbott
Architect Ci 16200. Additionally rat liver tissues were analysed
histopathologically.

There were alterations in liver function tests, but no statistically significant
differences were determined between the groups. ADA activities were
significantly elevated in NDEA, S and P groups compared to controls (p<0.05,
p<0.006, p<0.004, respectively). There were no significant differerences in GUA
and 5’NT activities between the groups, XO activities were significantly increased
in NDEA group compared to other groups. (p< 0.05) Histopathological analyses

revealed that there were cystical dilatations around central vein, intrastoplasmic
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biliary pigment increase and sinusoidal dilatation in the NDEA group. There were
no histopathological alterations in other groups.

As a result, new long term studies have to be planned to reveal whether
EA has chemopreventive effects and to determine the mechanisms of action of EA
in NDEA treatment.

Key words: NDEA, Ellagic acid, ADA, GUA, 5’NT, XO.
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