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OZET

Bu tezin amaci, Doxorubicin’in (DXR) indiikledigi kromozomal
aberasyonlarda Vitamin A’nun koruyucu etkisinin arastiriimasidar.

Doxorubicin, meme, akciger karsinomalari gibi solid tlimdrlerin ve
yumusak doku sarkomalarimmn tedavisi i¢in kullamlan ¢ok Onemli aktif
kemoteropttik ajanlardan biridi. DXR normal ve tiimor hiicrelerinde
kromozomal aberasyonlar1 ve mutasyonlar indiikler ve ek olarak hiicresel
enzimler tarafindan serbest radikal metabolitlerine cevrilebilir. Bu DXR’nin
sitotoksititesinin ilagtan kaynaklanan serbest radikaller araciligi ile olduguna
aciklik getirmektedir.

Bazi vitaminler, DNA ve diger hiicresel hedeflerde hasar olusturan serbest
radikal veya elektrofiller gibi zararli olugumlarin etkisini ortadan kaldirabilir.

Vitamin A hayvansal orijinli pek¢ok besin maddesinde esterlesmis formda
bulunur. Ayrica karaciger karotenoidleri vit A’ya gevirir.

Vit A, 6zellikle normal gelisme ve farklilagma igin gerekli olan 6nemli
besinlerden biridir. Vit A’run, hiicresel farklilagmay: indiikledigi, zararli serbest
radikallerden hiicreyi korudugu ve bazi onkogenlerin ekspresyonlarini azaltigi
bilinmektedir.

Bu caligma ratlarda (siganlarda), DXR’nin zararli etkisine kars1 vit A’nin
iki farkhh dozu (25 IU/kg b.w. ve 70 IU/ kg b.w.) koruyucu ajan olarak
kullanilmagtir.

25 IU ile muamele edilen siganlar da, kemik iligi hiicrelerinde DXR’nin
olusturdugu kromozomal anomalilerin anlamh derecede azaldig: gozledik.

Anahtar Kelimeler : Vitamin A; Doxorubicin; Kromozomal aberasyon; Sigan
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to investigate the protective role of Vitamin A
in Doxorubicin induced chromosomal aberration.

Doxorubicin is one of the most important active chemotherapeutic agents
for treatment of solid tumors such as carcinomas of the breast and lung, and soft
tissue sarcomas. Doxorubicin induces mutations and chromosome aberrations in
normal and tumor cells, and, in addition, cellular enzymes are capable of
converting Doxorubicin into its free-radical metabolites. It puts forward clear that
Doxorubicin cytotoxicity mediated by free radicals derived from this drug.

Some vitamins may scavenge harmful species, free radicals or
electrophiles, which damage DNA and other cellular targets.

Vitamin A found in most of the foods of animal origin in the esterified
form. The liver also converts carotenoids into Vitamin A.

Vitamin A is one of the most important nutrients essential for normal
growth and differentiation. It induces cellular differention, protects cells from
injury by free radicals, decreases the expression of certain oncogens.

In this study, two different doses of vitamin A (25 IU/kg b.w. and 70 IU/
kg b.w.) have been used as a protective agent against to the toxic effects of DXR
on rats.

We observed that DXR injected rats who pretreated with 25 IU of vitamin
A per kg show significantly decreased chromosomal abnormalities in the bone

marrow cells.

Key Words : Vitamin A; Doxorubicin; Chromosomal Aberration; Rat
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1. GENEL BIiLGI VE ILGILI CALISMALAR
1.1 Sitotoksik Tlaclar
1.1.1 Sitotoksik ilaglarmm genel dzellikleri

Sitotoksik ilaglarin kansere kars: etkisinin yam sira normal dokuya zarar
verme potansiyeli de vardir. Kemoterapi radikal tedavi yapma amaciyla oldugu
gibi, yasami uzatma ya da belirtileri hafifletmek icin de uygulanabilir.
Kemoterapi, giderek daha fazla sayida vakada radyoterapi ile ve cerrahi tedaviyle
ya da her ikisiyle kombine edilerek ya neoadjuvan tedavi (baslangigta kemoterapi
ile birincil tiimdriin kiiciiltiilmesi ve bdylece lokal tedavinin daha az zarar verici
ya da etkili olmasimn saglanmasi) seklinde ya da adjuvan tedavi (subklinik
metastaz riskinin yiliksek oldugu bilinen zamanlarda, birincil hastalifin kesin
tedavisinin ardindan yapilan uygulama) seklinde gerceklestirilmektedir.
Kemoterapide kullanilan biitlin ilaglarin yan etkileri vardir, beklenen yarar ile
kabul edilebilinir toksik etki arasinda bir denge kurulmalidir. Hastalik sonucunda
ilacin viicutta maruz kaldig: islemlerin bozulmasina sik rastlandigindan ve bu da
toksik etkinin artmasma neden olabileceginden, ilacin metabolize oldugu ve
viicuttan atildig yerlerin bilinmesi biiyiik 6nem tasir. Bu tiir ilaglar kullanildiginda
sik goriilen toksik etkilerin en Snemlileri sunlardir (Agabeyoglu et al, 1999;
Kayaalp, 1991).

1.1.2 Bulant1 ve kusma

/

Kemoterapi uygulanan pek ¢ok hasta bulanti ve kusma nedeniyle 6nemli
dlgtide rahatsizlik ¢eker ve tedaviye devam etmek istemez. Bulanti ve kusma akut
(tedavi basladiktan 24 saat iginde), gecikmis (ilk kez tedaviden 24 saat sonra
ortaya ¢ikar) ya da beklentiyle psikolojik olarak (daha sonraki dozlardan dnce
ortaya ¢ikar) gelisebilir. Gecikmis ve beklentiyle gelisen belirtiler akut olanlardan

daha gii¢ kontrol altina alinir ve farkli bir tedavi gerektirir .



Ilaglar emotejen potansiyellerine goére; hafif derecede, orta derecede ve
yiksek derecede emotejen olan tedavi olarak simiflandirilabilinir. Doksorubisin
orta derecede emotejen olan tedavi simifina girmektedir (Agabeyoglu et al, 1999;

Kayaalp, 1991).

1.1.3 Kemik iligi baskilanmasi

Hemen hemen biitiin sitotoksik ilaglar kemik iliginde baskilamaya yol
acarlar. Bu etki genellikle tedavinin uygulanmasindan 7- 10 giin sonra ortaya
¢ikarsa da baz1 sitotoksiklerde daha geg goriiliir. Her tedaviden dnce periferik kan
sayimi yapilmali, kemik iligi toparlanmamis ise doz azaltilmali yada tedavi

ertelenmelidir (Agabeyoglu et al, 1999; Kayaalp, 1991).
1.1.4 Bagisik yamitin bozulmasi

Kortikosteroidler ve diger bagisikligi baskilayan ilaglarin  doku
reaksiyonlarmi degistirmest sonucunda enfeksiyon hizla yayilabilir. Klinik
bulgularin baskilanmas: septisemi ya da tiberkiiloz gibi hastaliklarm tam

konmadan 6nce ¢ok ilerlemis olmasina neden olabilir (Agabeyoglu et al, 1999).

1.1.5 Alopesi

Geri dontistimlii sag dokiilmesi stk rastlanan bir komplikasyondur, ancak

derecesi ilaca ve hastaya gore degisir (Agabeyoglu et al, 1999; Kayaalp, 1991).
1.1.6 Ureme islevi

Sitotoksik ilaglarin ¢ogu teratojendir ve gebelikte, 6zellikle ilk ii¢ ayda
uygulanmamalidir. Sitotoksik tedaviye baslanilmadan once gerekiyorsa gebeligi
onleme konusunda hastaya tavsiyelerde bulunulmali, dogum kontroliine tedavi
sona erdikten sonra ne kadar siireyle devam edilmesi gerektigi de belirtilmelidir.

Alkilleyici bir ilag icermeyen tedavi rejirhlerinin fertilite lizerinde fazla etkisi
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olmayabilir, ancak alkilleyici bir ilag iceren rejimlerde erkekte kalica steriliteye yol
agma riski vardir. Kadinlar bu denli etkilenmese de, menapozun erken baslamasi
nedeniyle dogurganlik siireleri kisalmis olabilir.

Sitotoksik kemoterapiden sonra fertilitenin etkilenmedigi hastalarda fetal
anomaliler ya da diisiik oraninda herhangi bir artig kaydedilmemistir.

Sitotoksik antibiyotiklerin gogu radyomimetik etki gosterir; normal
dokulardaki toksik etkiyi 6nemli 6lglide artiracagindan ayni zamanda radyoterapi
uygulanmamalidir (Agabeyoglu et al, 1999; Kayaalp, 1991).

1.2 Vitaminler
1.2.1 Bulunusu

Vitaminler ile ilgili arastirma ve buluslarin yeni olmasina karsin insan
saglig: {izerindeki etkilerinin oldukga eski bir tarihgesi vardir. Eski Misirlilarda
gece korliigii karaciger yedirmekle tedavi edilirmis. Onaltine: yilizyilda uzun deniz
yolculuklarinda, yeteri kadar taze meyve ve sebze yiyemeyen gemicilerde
“iskorbiit” hastaligini 6nlemek igin giinliik yiyeceklerle biraz limon alinmasi
ongoriillmiistir. J. Lind limonla iskorbiitli iyilestirdigini 1747°deki yayim ile
bildirmistir (Baysal, 1990).

Ondokuzuncu ylizyil sonlarina degin bu gdzlemlerin bilimsel esaslar
lizerinde fazla diigiiniilmemigtir. O zamana degin canlilarin beslenmesinde yalniz
enerji veren Ogelerle protein ve minerallerin gerekli oldugu samilmaktaydi. Ilk
bilimsel g6zlem Lunin’e aittir. Lunin, 1880 yillarindaki deneyinde, siitiin
bilesimindeki biitiin oOgeleri yapay olarak sicanlara yedirmesine ragmen,
hayvanlarin §ldiigiind g6érmiis ve goézlemini “ silit gibi dogal bir yiyecegin
bilesimindeki bilinen 6geler yaninda yasam icin gerekli diger bazi 6geler de
vardir” diyerek agiklamus, fakat konu tizerine gereken dikkati gekememistir.

Ingiltere’de, Hopkins, 1906-1912 willan arasinda yaptigi calismalar
sonunda yiyeceklerin bilesiminde o zamana degin bilinen besin &gelerinden

protein, yag, karbonhidrat ve minerallerden bagka biiylime igin gerekli olan bir
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takim molekiillerinde bulundugunu ortaya koymustur. Bu bilinmeyen molekiillerin
alkolde eriyen organik bilegikler olabilecegini ileri stirmiistiir. Bu bulusundan
dolay1 sonradan Nobel 6diilii kazanmustir (Baysal, 1990).

Amerika Birlesik Devletleri'nde, Osborne ve Mendel, 1908-1911
yillarinda laboratuvar hayvanlari ile yaptifi deneyler sonucunda siitin sulu
kisminda bulunan bilinmeyen baz1 molekiillerin yagam {izerinde etkili olduklarini
gbzlemlemislerdir. Bu aragtiricilarla, Mc Collum ve Davis, 1913 yilinda,
birbirinden ayr1 olarak tereyaginda ve yumurtada suda erimeyen bazi &gelerin
bulundugunu ve bunlarin yasam igin gerekli oldufunu ortaya koymuslardir. Bu
arastirmalarin sonucu olarak o zamana kadar bilinen karbonhidrat, protein, yag ve
minerallerden ayr olarak, dogal yiyeceklerin bilesiminde organik yapida, bazilar
suda, bazilar1 yagda eriyen etmenlerin beslenme i¢in gerekli oldugu ortaya
konmustur (Baysal, 1990).

Bu bilinmeyen etmenlere dnce besin hormonlan denmis, sonradan Mc
Collum, bunlara tereyaginda bulunan i¢in “ yagda eriyen A” ve slitte bulunan
icinde “suda eriyen B” etmenleri deyimini teklif etmigtir. Funk 1912 yilinda,
piring kabufundan elde ettigi molekiiliin kimyasal yapisinda “amin” gurubunun
bulundugunu ve canlilarin yasamui i¢in elzem oldugunu gorerek “vitalamine”
(vasam igin gerekli amin) deyimini kullanmigtir. Sonrada deyim “VITAMIN”
seklini almistir (Baysal, 1990).

Vitaminleri “daha 6nce bilinen besin 6gelerinden ayr yapida, normal
bitylime ve yagamun siirdiiriilmesi i¢in gerekli organik &gelerdir” seklinde basitge
tammlayabiliriz. Ileri yapili bitkiler vitaminleri kendileri yapabilirler. Hayvanlar
ise vitaminlerin biiylik bir ¢ogunlugunu viicutlarinda yapamazlar ve besinlerle
almak zorundadirlar (Baysal, 1990).

Vitaminlerin viicut ¢alismasindaki etkileri, biyokimyasal tepkimelerin
diizenlenmesi ile ilgilidir. Bazilar1 koenzim seklinde, bazilari da hormonlara
benzeyen etkinlik gosterirler. Vitaminlerin insan sagligina etkisini genel olarak iig
grupta toplayabiliriz: (1) Biiytimeye yardim, (2) Saglikli nesillerin olugsmasina
yardim, (3) Sinir ve sindirim sistemini normal calismasi, besin maddelerinin

elverisli olarak kullaniimas: ve viicut direncine yardim (Baysal, 1990).



1.2.2 Vitaminlerin simiflandirilmasi

Vitaminler, fiziksel O6zelliklerine (suda ve yagda erime) gére daha
baslangicta (1906-1913), A ve B diye gruplandirilmiglar. Sonradan (1926-1938),
bu gruplarin i¢inde kimyasal Ozellikleri ve viicut g¢alismasindaki islevleri
yoniinden birbirinden ayr birgok vitaminin varlifi ortaya konulmustur. Bu
vitaminler bulunus siralarina veya viicut ¢alismasindaki gérevlerini tamimlayan
kelimelerin bag harflerine gore harflerle adlandirilmiglardir. Daha sonlar1 (1932-
1948) bu vitaminlerin kimyasal yapilarinin gdsterilmesi ile kimyasal isimleri de
agiklanmugtir. Vitaminlerin kimyasal isimleri ve siuflandinlmasi Cizelge 1.1°de

verilmistir (Baysal, 1990).

1.2.2.1 Yagda ¢oziinen vitaminlerin genel dzellikleri

Yagda (lipitde) ¢oziinen vitaminlerin tiimii izopren tiirevleri olan apolar
hidrofob molekiillerdir. Viicuda gidalarla alinmalari zorunludur, bu vitaminler
ancak yag emilimi normal oldufu zaman etkin sekilde emilebilirler. Kanda tipki
diger apolar lipitler gibi lipoproteinler i¢inde veya 6zgil baglayici proteinlere
baglannug olarak taginmalari zorunludur (Murray et al, 2000).

Steatore ve safra sistemi bozukluklar: gibi yagda ¢6ziiniir vitaminlerin
sindirim ve emilimini etkileyen hastaliklarin tiimii bu vitaminlerin eksikligine yol
agabilir. Diyette yetersiz bulunmalart veya malabsorpsiyona baglh eksiklik halleri
vitaminlerin fizyolojik islevlerini yerine getirmemeleri sonucu ortaya ¢ikan
sendromlara neden olur. Viicudun yagda ¢6ziiniir vitaminleri gereksinim disinda
fazla depo edebilme giictinden &tiirli agin A ve D vitamini alinmasi halinde
zehirlenme goriilebilir. A vitamini ve provitamin A olan B-karoten ile E vitamini
antioksidandirlar. Bunlarin ateroskleroz ve kanser Onlemesindeki rolleri

antioksidan niteliklerine baglanmigtir (Murray et al, 2000).



Cizelge 1.1: Vitaminler ve kimyasal isimleri.

YVitaminler Kimyasal ad1

Yagda Eriyenler :

Vitamin A Retinoidler (Retinol, retinal, retinoik asit)

Vitamin D Calciferol, Cholecalciferol
(Kolekalsiferol)

Vitamin E Tocopherol (alfa, beta, gamma)

Vitamin K Phylloquinones

Suda eriyenler :

Vitamin C Ascorbic acid (askorbik asit)
Vitamin B, Thiamin, Aneurine (tiamin)
Vitamin B, Riboflavin

Niasin, (PP vitamini) | Nicotinic acid, nicotinamid

Vitamin Bg Pyridoxin, pyridoxamin, pyridoxal
Pantotenik asit Pantothenic acid

Biotin Biotin

Folik asit Peteroylglutamic acid

Vitamin By, Cobalamin

Kolin Cholin

1.2.3 A vitamini

Vitamin A, ilk olarak tanumlanan vitaminlerdendir. Mc Collum ve Davis
ile Osborne ve Mendel 1913 yilindaki ¢alismalarinda bazi yaglarin biiylimeye
yardim ettikleri ve dolayisiyla bu yaglarin i¢inde geng farelerin biiyiimeleri ve
saglikli olmalar i¢in gerekli dnemli bir etmenin oldugunu ortaya koymuslardir.
Vitamin A (vit A), 1937 yilinda bahk karacigeri yagindan kristaller olarak ayrilmis
ve kimyasal yapisi ortaya konmustur. Bugiin, yapay vit A preparatlar: kolaylikla

bulunabilmektedir. Bu preparatlar daha ¢ok asetik ve palmitik asitle esterlesmis



sekildedir. Ornegin, A vitamini asetat, A vitamini palmitat gibi. Suda ¢6ziinebilen
preparatlar1 da vardir ( Marcus and Coulston, 2001).

A vitamini aktivitesi tasiyan &geler steroid grubuna dahildir. Bunlarin
yap1 tas1 izopren CH;=C-(CH;)-CH=CH3; {initeleridir. Biyosentezde bu iiniteler
asetil gruplarinin birlesmesi sonucu olusur. Isoprenler birleserek vit A aktivitesi
tastyan molekiilleri yaparlar.

Vit A, hayvanlarda bulunan retinol, retinal ve retinoik asit i¢in kullanilan
genel bir terimdir. Retinoidler terimi ise bu {i¢ bilesigi ve vit A ile benzer aktivite
gosteren diger sentetik bilesikleri tammlamakta kullamlir. Sebzelerde A vitamini,
sar1 bir pigment olan B-karoten halinde bir provitamin olarak bulunmakta olup bu
madde karbon zincirlerinin aldehid uglarindan birbirine baglanmus iki molekiil
retinalden olusur. P-karoten, ince bagisakta (-karoten dioksigenaz enzimi
tarafindan retinaldehid’e gevrilir. Daha ileri hiicre i¢i metabolizmayla retinol ve
retinoik asite dondstiriliirler. Bu bilesikler karacigere tasimir ve burada vit A,
lipositlerde ester formunda depo edilir (Broom, 1999) (Sekil 1.1).

Son zamanlardaki ¢alismalar B-karotenin bir antioksidan olarak roliine
dikkat ¢gekmektedir. Bu roliin serbest oksijen radikallerinin yol agti1 hastaliklarin
gelisimini engelledigi diistiniilmektedir (Dragnev et al, 2000).

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da vit A’min kansere ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu roliiniin degerlendirildigi genis klinik
deneyler ve epidemiyolojik ¢alismalar devam etmektedir (Dragnev et al, 2000).

Normal epitel hiicrelerinin gelismesi ve farklilasmas: retinoidlere
yakindan iligkilidir. Pek ¢ok tiimériin epitel hiicrelerinden (karsinomlar)
kaynaklandigi g6z Oniine almdiinda, vit A’min kritik bir role sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Epidomiyolojik ¢aligmalar vit A igeren diet ve kanser riski

arasmda ters bir iligki oldugunu gostermislerdir ( Marcus and Coulston, 2001).
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Sekil 1.1: B-Karotenin, retinaldehid’e pargalanmasi. Retinol (vit A) ve retinoik

asit olusumu.

1.2.3.1 Vitamin A’nin sindirim ve emilimi

Diyetteki yaglarda ¢oziinmiis olan retinol esterleri barsak limeninde safra

damlaciklar1 halinde dagilir ve hidrolize olur, bunu barsak epiteline dogrudan

emilim izler. Alman B-karotenler, fB-karoten dioksigenaz tarafindan oksidatif



olarak kesilir. Bu kesilmede molekiiler oksijen kullanilir, safra tuzlarinin
varlifinda reaksiyon hizlamir ve iki molekiil retinaldehid dretilir. Barsak
mukozasinda retinaldehid NADPH kullanan 6zgiil bir retinaldehid rediiktaz ile
retinol’e indirgenir. Retinaldehidin kiiglik bir kismi retinoik asid’e okside olur.
Retinoliin biiyiik kism1 doymus yag asitleri ile esterlenir ve kan dolasgimina gegen
lenf silomikronlar1 igine yerlestirilir. Bunlar silomikron kalitlari haline gevrilir ve
karaciger tarafindan, retinol igerikleri ile birlikte alinir (Murray et al, 2000).

1.2.3.2 Vitamin A’nin karacigerde depolanmasi

Vit A karacigerde, olasilikla lipoprotein karigimi halinde lipositler
icersinde ester halinde depolanir. Dokulara aktarilmas: igin hidroliz edilir ve
retinol, aporetinol-baglayic1 protein’e (RBP) baglanir. Olugan holo-RBP golgide
islenir ve plazmaya salinir. Dokulara ylizey reseptérleri vasitasi ile alinir. Retinoik
asit plazmada albiimine bagl olarak taginir. Karaciger dis1 hiicrelere girdigi zaman
retinol hiicresel bir retinol baglayici proteine baglanir.

A vitamini toksisitesi (A hipervitaminozu) RBP’nin kapasitesi asildiktan
sonra goriiliir ve hiicreler bagli olmayan retinole maruz kalir (Murray et al, 2000).

Giinlik dietteki vit A ihtiyac: gizelge 1.2°de gosterilmistir. Bu tabloda
belirtilen degerler sagliki ABD bireyleri géz oniinde tutularak hazirlanmistir
(Murray et al, 2000).



Cizelge 1.2: Giinliik diette alinmas1 uygun bulunan vit A miktari.

Yas Agirhik | Boy Vit A
(illar) | (kg) | (cm) | (ugRE)’

0.0-0.5 6 60 375
Yeni dogan
0.5-1.0 9 71 375
1-3 13 90 400
Cocuklar 4-6 20 112 500

7-10 28 132 700
11-14 45 157 1000
15-18 66 176 1000
Erkekler 19-24 72 177 1000
25-50 79 176 1000
51+ 77 173 1000
11-14 46 157 800

15-18 55 163 800

Kadmilar 19-24 58 164 800
25-50 63 163 800

51+ 65 160 800

Hamilelik 800
Emzirme 1. 6 ay 1300
Donemi 2. 6ay 1200

* Retinol egdegerleri. 1 retinol esdegeri = 1 ug retinol veya 6 pug PB-

karoten

1.3 Antioksidanlar
Normal metabolizmanin yan {iriinii olarak veya iyonlastirici radyasyon,

ilaglar gevre kirliligi ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile ortaya ¢ikan

oksidanlarla organizmanin savunmasi dort baslikta incelenebilir (Kayaalp, 1991).
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Oksidanlan artirici etkileri azaltmak; Oksidatif stress yapici nedenler ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi, bunlardan uzak durulmasi ve olugmus ise etkileri
ile miicadele edilmesi ilk asamadir.

Baglatilan biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasi; Baglatilan biyokimyasal
reaksiyonlar sonucunda hasarli dokuda ve ¢evresinde oksidanlarin miktar
zararli diizeye ¢ikmaktadir. Bu ylizden, bu reaksiyonlar1 kirmaya yonelik
girisimler dolayli olarak oksidanlarin miktarini azaltacaktir.

Olugsan mediyatorlerle aktive olan, bagta nétrofiller olmak lizere oksidan
salgilayan inflamatuar hiicreleri inaktive etmek i¢in non-steroid
antiinflamatuar ilaglardan yararlanilmasi.

Oksidanlarla asil miicadele belirli diizeyi asmis oksidanlarla dogrudan
etkilesip onlart inaktif hale getiren “Antioksidanlar” ile olmaktadir.

Antioksidan molekiiller endojen (organizma tarafindan sentezlenen) veya

ekzojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakli yapilar olup, olusan oksidan

molekiillerin hiicreye zarar vermesini engellemektedir.

Antioksidanlarnn dogal antioksidanlar ve disaridan verilen ilaglar olmak

iizere baglica iki ana grupta toplayabiliriz (Kayaalp, 1991) (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3: Dogal ve dogal olmayan antioksidanlar.

Dogal Antioksidanlar
A. Enzimler
= Siiperoksit dismutaz (SOD)
= Katalaz (CAT)
= Glutatyon Peroksidaz (Gpx)
= Hidroperoksidaz
= Sitokrom-C Oksidaz
B. Makromolekiiller
= Seruloplazmin
Transferrin
Ferritin

i Ul

Hemoglobin



= Miyoglobin
= Haptoglobin
C. Mikromolekiiller

= A vitamini ve Beta karoten
= C vitamini
= E vitamini ve tokoferoller
D. Tiyol Kapsayan Mikromolekiiller
= Glutatyon (GSH)
= N-Asetil Sistein
= Ubikinon
ILACLAR
= Demir Selatérleri(Desferoksamin ve digerleri)
= Ebselen ve Selenium
= Sitokinler (TNF ve Interlékin-1)
= Ksantin oksidaz inhibit6rleri (Allopurinol vb.)
= Trimetazdin
= Indipamid
= Mannitol
= 21-Aminosteroidler
= Rekombinant SOD
= Flavonoidler
= Kaptopril
= Probucol
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1.3.1 Antioksidanlarin etki mekanizmalari

Antioksidan ajanlar, oksidan molekiillere karsi etkilerini doért yolla

gosterirler. Bunlar:
1.3.1.1 Scavenging (siipiiriicii) etki gosterenler;

Yeni radikal olusumunu engellerler. Bu gruba &rnek olarak bazi
enzimleri ve metal baglayic1 baz1 proteinleri verebiliriz. Ornek olarak; siiperoksit

dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, ferritin ve seruloplazmin verilebilinir

(Kayaalp, 1991; Winrow et al, 1993).
1.3.1.2 Quencher (giderici) etki gosterenler;

Oksidanlarla etkilesip onlara bir H" aktararak aktivitelerini séndiiren ve
inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak; vitaminler, flavonoidler ve
mannitol verilebilinir (Kayaalp, 1991; Winrow et al, 1993).
1.3.1.3 Chain breaking (zincir kiricr) etki gosterenler;

Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlari belli yerlerden kirarak,
oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak ; bazi vitaminler, {irik asit, bilurubin ve
albumin gosterilebilir (Kayaalp, 1991; Winrow et al, 1993).

1.3.1.4 Repair (tamir edici) etki gosterenler;

Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin siilfoksid rediiktaz sayilabilir

(Kayaalp, 1991; Winrow et al, 1993).



1.4 Serbest radikaller

Serbest radikaller, dig orbitallerinde eslesmemis bir elektrona sahip atom
ya da molekiillerdir. Bir atomdaki elektronlarin durumlan ¢esitli parametrelerle
tanumlanir. Bunlarin bir tanesi de elektron spinidir. Spin, elektronun kendi ekseni
etrafinda dénmesinden dogan parametredir. Kararli atom ve molekiillerde arkadas
elektronlar, z1t spin degerlerine sahip ¢iftler olustururlar. Eger atomda eslesmemis
tek bir elektron varsa elektron kendi zit spin degerindeki baska bir elektron ile
eslesmek i¢in biiyiik bir egilim gosterir. Serbest radikaller bu sebepten dolay1 son
derece aktif bilesiklerdir (Basaga, 1990; Naqui and Chance, 1986).

Serbest radikaller hiicre ve dokularda normal metabolizma sirasinda
olusabildigi gibi, organizmanin 1s1, 1§51k, radyasyon, antineoplastik ilaglar,
fotoliziz, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumam ve hava kirliligi
gibi dig etmenlere maruz kalmasi ile de olusabilirlef (Freeman and Crapo, 1982).

Organizmadaki radikaller daha ¢ok oksijen radikalleri seklinde kendini
gosterir. Karasiz bir yapida olan oksijen molekiilii biyolojik sistemlerde genelde
indirgenerek yani son yoriingesine "e™ girisi ile oksijen radikalini olusturur (Naqui
and Chance, 1986). Normal sartlarda O,'nin %98'i mitokondride yer alan sitokrom
oksidaz tarafindan indirgenir. O, dort elektron alarak tam rediiksiyona ugrayarak
su molekiiliinii olusturur ve reaksiyonlar sirasinda serbest radikal olusmaz. Ancak
rediiksiyon tam olmazsa oksijen molekiilii serbest radikal olusturabilir (Barber and
Harris, 1994; Weiss, 1986).

O’ +4e” +4H" - 2H,0

Solunumda kullamlan oksijenin sadece %3-5'1 sliperoksit anyon
olusumuna yol agar.

Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda olusan serbest radikaller
su sekilde siralanabilir (Gutteridge, 1995):

1. Siiperoksit radikali (O°’2)

2. Hidroperoksit radikali (HO°2) ve hidrojen peroksit (H,0,)
3. Hidroksil radikali (OH)

4. Singlet oksijen (‘0,)
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1.4.1 Oksijen metabolitlerinin biyolojik hasardaki rolleri

Organizmada olusan serbest radikaller dogal antioksidan sistemler ile
ortadan kaldirilmazlarsa hiicreler igin toksik etki gosterirler. O; ve Hy0,
radikalleri hedeflerine ulagmak icin plazma membranint gegebilirler. H,O, yiiksiiz
ve kiigiik bir molekiil oldugu i¢in membram kolayca asabilir. OH’ ve hipohaloz
asitleri ise bulunduklar1 bolgedeki hedefleriyle reaksiyona girerler (Halliwell,
1999).

Hiicredeki tiim komponentler serbest radikallerle reaksiyona girebilirler.
Bunlar proteinler, niikleik asitler, membran lipitleri ve sitozolik molekiillerdir, bu
reaksiyonlar sonucunda hiicrede fonksiyonel ve yapisal bozukluklar meydana gelir

(Gutteridge and Halliwell, 2000).
1.4.2 Proteinler iizerine etkileri

Fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin, triptofan ve tirozin igeren
proteinler serbest radikallere karg1 oldukga duyarlidir.

Serbest radikaller amino asitlerin oksidasyonu yaninda, peptit baglarimn
hidrolizi, distilfit baglarinin olusumu ve ¢apraz baglanmalara yol agabilirler.
Bunun sonucunda enzimler fonksiyon kaybina ugrayabilirler. Or-: Ca*™-ATPaz ve
(Na'K")ATPaz tiyol gruplarmin oksidasyonu ile aktive kaybina ugrayabilir. Hiicre
i¢i ve dig1 iyon dagilimi bozulur (Risberg et al, 1991).

Proteinler tizerindeki hasarin artmasi hiicre canlilifimi etkiler. Amino
asitler konformasyonel degisiklige ugrayabilir. HO" radikali de protein ¢apraz

baglanmalarim baglatabilir ve amino asit baglarini yikabilir (Risberg et al, 1991).

1.4.3 DNA hasan

Serbest radikallerin hastaliklardaki ve genetik materyalin harabiyetindeki
rolii son birka¢ yil icersinde 6nemli c¢aligmalara konu olmustur. Son yapilan

aragtirmalarda lipid peroksidasyon olay1r genotoksite ve karsinojenezis arasinda



yakin bir iliskinin varlig1 vurgulanmaktadir. DNA harabiyeti serbest radikallerin
olusturdugu lipid peroksidasyonunun basamaklarinda meydana gelebilmektedir
(Vaca et al, 1988).

DNA'nin etkilendigi ilk basamak lipid peroksidasyonunun baglamasi i¢in
gerekli olan serbest radikaller aracihg ile olmaktadir. Ikincisi lipid
peroksidasyonunun ilerlemesi sirasinda olugan lipid radikali ile DNA arasindaki
reaksiyonla gerceklesmektedir. Uglinci ve en bilyik mekanizma lipid
peroksidasyonunun radikal olmayan degisik {riinleriyle DNA arasindaki
reaksiyonla ortaya ¢ikmaktadir. Biitlin bu reaksiyonlar DNA'daki niikleobazlarin
modifikasyonunun ve DNA'nin yapisal olarak harabiyetine neden olmaktadir. Eger
endojen tamir mekanizmalari yeterli degilse bu harabiyet DNA aktivitesinin
bozulmasmi ve sonug¢ olarak hiicrenin metabolik aktivitesinin ve 0Ozel
fonksiyonlarimn zarar gérmesine neden olmaktadir (Hruszkewycz, 1988).

Berger ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aliymada demir igeren gesitli
minerallerin radikal olusturma kapasitesi ve bu radikallerin olusturdugu DNA
harabiyeti incelenmigtir. Olusan radikallerin purin bazlarmi hidroksilledigi ve
sonugta 8-OH Guanin ve 8-OH Adenin olustugu vurgulanmistir. 8-OH Guaninin
karsinojenik ve mutajenik etkisi tizerinde durulmustur (Berger et al, 1993).

Yapilan bir bagka galiymada pH: 7.04 de H,O, ile demir iyonlarin
inkiibasyonu OH’ radikalinin olugumuna neden olurken bu OH' Radikali de DNA
bazlarmm kimyasal modifikasyonlarii  olusturmaktadir. OH  radikal
temizleyicilerinden superoksit dismutaz (SOD) kullanilmast DNA'dan olusan
modifikasyon firiinlerinde 6nemli bir diismeyi saglayabilecegi gdsterilmistir. Yine
bu ¢alismada bu modifikasyon triinlerinin karsinojenik ve mutajenik oldugu
belirlenmistir (Aruoma et al, 1989).

Mitokondriyal DNA'nmn da lipid peroksidasyonu diriinleri igin diger bir
hedef yap1 olabilecegi bildirilmistir. Oksidatif stress ve yasa baghh mitokondriyal
DNA seviyesinde azalma oldugu bilinmektedir (Vaca et al, 1988).

Hruszkewcz ve Bergtold tarafindan yapilan bir ¢aligmada, izole

mitokondrilerde lipid peroksidasyonu sonucu bu mitokondrilerden elde edilen
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niikleik asitlerin 8-OH Guanin igeriginde belirgin bir artis oldugu gosterilmistir
(Hruszkewycz and Bergtold, 1990).

Oksidatif stresin artmasiyla, oksidize olmus niikleotidler, zincir kiriklar
veya DNA-protein cross-linkleri artmaktadir. DNA hasarlarimin artmasi, DNA
tamir mekanizmalan ile Snlenmeye ¢alisiimakta, tamir gerceklesemeyecek boyutta
ise hiicre apoptosise girmektedir. Hatal1 tamirler ise DNA dizisinde degisikliklere
sebep olmakta ve dolayisiyla bunun sonucu olarak kanser gelisimi, metabolik

fonksiyon bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Fehrenbach and Northoff, 2001).
1.4.4 Lipid peroksidasyonu (membran lipidleri)

Serbest radikallerin dokularda en 6nemli toksik etkilerinden biri de lipid
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonuna en duyarlt bilesikler membran
fosfolipidleri yapisinda yer alan doymamis yag asitleridir. Doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonu hiicre i¢in zarar vericidir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin (R)) etkisi ile doymamis yag
asitlerinin yan zincirindeki metilen karbonundan bir hidrojen atomunun
¢ikarilmas: ile baglar ve lipid radikali (L") olusur. Lipid peroksidasyonu iig
agamada incelenebilir (Sevanian and Hochstein, 1985).

1. Baslangic: LH+R'—L+RH

2. llerleme.

3. Sonlanma.

(LH: Yag Asidi, R : Radikal, L" : Lipid radikali, RH : Indirgenmis Radikal, LO :
Alkoksil Radikali, LOO’ : Peroksi Radikali.)

Dayaniksiz bir bilesik olan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girerek
lipid peroksil radikalini olusturur.

L' +0;, - LOO’

Lipid peroksil radikali bagka bir radikal tepkimesini baglatarak kendisi
lipid hidroksiperokside indirgenir. Boylece ilerleme basamaginda tek bir yag
asidinin etkilenmesi ile baslayan reaksiyon yiizlerce yag asidi yan zincirinin lipid

hidroksiperoksitlerine (LOOH) doniismesi ile devam eder.



LOO™+ LH -> LOOH + L'

LOO’ radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijenden daha uzun Smiirlii
oldugu i¢in hiicrede difiizyon ile yer degistirerek baska radikal tepkimelerini
baglatir.

Lipid peroksidasyonu iki radikalin birlesmesi veya bir antioksidanla
reaksiyona girmesi ile lipid hiperoksidlerinin aldehit veya diger karbonil
bilesiklerine déntismesi ile sona ermektedir.

Lipid peroksidasyonu ortamda serbest olarak Fe™, Cu™ gibi metal
iyonlarin bulunmasi durumunda yeniden baglayabilir (Gregus and Klaassen,

2001).

1.5 Kemoterapi ve antineoplastik ajanlar

Antikanser kemoterapisinin amaci, kanserli hiicrelerin elemine edilmesi
ya da metastaz olusumunun snlenmesidir. Bakteri ve protozoon infeksiyonlarinda
kemoterapinin bagaritli sonuglar vermesi, memeli hiicrelerinin kontrolsiiz, agir1 ve
istilac1 bir gekilde patolojik proliferasyonuna bagli olan malign neoplazmalarinda
kimyasal ajanlar tarafindan iyi edilebilecegi olasihgmm diistindiirmiistiir. Ik kez
Huggins ve Hoges’in prostat kanserinde Ostrojen kullanmas: ile kanserin ilagla
tedavisine baglamlmustir. Bu noktadan hareketle “antineoplastik ilaglar”
konusunda genis aragtirmalar yapilmig ve birgok sentetik ve dogal kaynakli ilag
tedaviye sokulmustur (Kayaalp, 1991 ).

Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi, hastanin normal hiicrelerine
zarar vermeksizin tiimoér hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasimi durdurmak veya
onlar1 yok etmektir. Kanserli bir hiicreyle normal bir hiicreyi birbirinden ayiran
spesifik bir karakter olmamasina karsin, genetik, metabolik, kinetik ve membran
farkliliklar1 ayirt edilebilmektedir. Antikanser ilaglarinmin hedefi olan selektif bir
sekilde tiimor hiicresini 6ldiiren antikanser ilaci bulunmamustir. Normal hiicreye
en az diizeyde etki yapan ilag, kanser kemoterapisinde ideal ilagtir. Kullanilan
ilacin hedefi daha ¢ok DNA sentezi veya fonksiyonlaridir. En biiyiikk toksik
antitiimor etkilerini hiicre siklusu ic;inde DNA sentezine giden hiicreleri inhibe

etmek sureti ile yaparlar (Kayaalp, 1991 ).

18



Son ywillarda kanser kemoterapisinin ikinci malinitelere yol agtifi
konusundaki bulgular artmistir. Klinik olarak vakalarin artmasi, tedavi ve 16semi
arasindaki iliskiyi kuvvetlendirmektedir. Bu nedenle tedavide kullanim diigiiniilen
biitiin antineoplastik ilaglarin etki mekanizmalar1 arastirilmahidir (Kirkwood,
1996).

Kemoterapotik ilaglarin etkileri su sekilde zetlenebilir;
Niikleik asit biyosentezinin inhibisyonu
Niikleik asit yapisinin bozulmasi
Protein sentezinin inhibisyonu

Mitozun inhibisyonu

hnh B W N

Hormonal ¢gevrenin degisimi
1.5.1 Antineoplastiklerin faza 6zgii etki gostermeleri

Kemoterapide kullanilan ilaglar hiicre siklusu fazlarindan birinde veya
birkacinda etkili olmaktadir. Buna bagl olarak da bu ajanlar {i¢ biyiik grupta
toplanir (Kayaalp, 1991).

1. Hiicre siklusuna spesifik olanlar (Siklus spesifik)
2. Faza spesifik olanlar (Faz spesifik)

3. Hiicre siklusuna spesifik olmayanlar

1.5.1.1 Hiicre siklusuna spesifik olanlar

Toksik etkilerini bu siklusun herhangi bir devresindeki hiicreler tizerinde
gOsterirler. Fakat G, gibi dinlenme peryodunda olan hiicreler {izerinde bir etkileri
yoktur. Mekloretamin, Karmustin bu gruba giren ilaglardandir (Chamber et al,
2001).

1.5.1.2 Faza spesifik olanlar

Siklusun 6zel bir fazinda etkilidirler. Omegin; antimetabolitler S fazinda,
vincristine (VCR), vinblastin (VBL) M fazindaki hiicrelere etkilidir (Chamber et
al, 2001).



1.5.1.3 Hiicre siklusuna spesifik olmayanlar

Hem ¢ogalan hem de dinlenme amindaki tiim hiicrelere toksik etkide
bulunurlar. Mitomycin C, Chlorombusil bu gruba giren antineoplastiklerdendir

(Chamber et al, 2001).
1.5.2 Etki mekanizmalarina gore antineoplastik ajanlar
1.5.2.1 Alkilleyiciler

DNA cift zincirinde birden fazla noktaya kovalent bagla baglanmak
suretiyle DNA molekiiliini alkillerler. Bu baglanma, bir purin bazi olan guaninin
7 sayil1 azot atomu lizerinden olur. Guaninin 7N’den alkillenmesi, bu maddenin 1
numaral1 azot atomunun asiditesini artirir. Molekiilde olusan s6z konusu degisme,
onun sitozin yerine timin ile baz ¢ifti yapmasi tegvik eder. Olusan “anormal baz
cifti” genetik kodun yanlig okunmasina yani replikasyon ve transkripsiyon
sirasinda guaninin adeninmis gibi okunmasina neden olur. Bu olay yeni DNA
zincirinde ve mRNA molekiillerinde dnemli bozukluklara yol agar. En 6nemlisi
olusan aktif ilag iki ayr1 zincir arasinda koprii yapar ve bu durumda DNA’nin
replikasyonu miimkiin olmaz (Chamber et al, 2001).

Chlorambusil, Cyclophosphamide, onun yapisal izomerleri olan

Trofosfamide bu grup ilaglardandir (Agabeyoglu et al, 1999).

1.5.2.2 Antimetabolitler

Bu grup ilaglar kendi metabolitlerinin yapisina benzerler. Hiicresel
enzimlerle kolay etkilesim gosterirler. Fakat fonksiyon agisindan hiicre
metabolizmasint  bozarlar. Bu gruba giren ilaglardan bazilann Cytosine

Arabinoside, Metatoraxat, 6- Merkaptopurin’dir (Chamber et al, 2001).



1.5.2.3 Bitki Alkoloidleri

Bu maddeler hiicre boliinmesini mitozda durdurur ve hiicrenin Sliimiine
yol acar. Vincrintine, vinblastin gibi Vinca alkaloidleri bu gruba dahildir
(Chamber et al, 2001).

1.5.2.4 Antibiyotikler

Bunlar genellikle streptomyces grubu mantarlardan elde edilmislerdir.
DNA molekdiliintin bazlar arasina girerek replikasyona engel olmak suretiyle
timor hiicreleri tizerine etkili oldugu gibi (Actinomycine-D gibi) DNA'ya
baglanarak mRNA yapmmim engelleyerek de (Daunorubicine, Doxorubicin,

Mithramycin gibi) etki gosterirler (Chamber et al, 2001).

1.5.2.5 Nitrosotiireler

Cift zincirli DNA’y1 ¢apraz olarak baglarlar. Lipidlerde siiratle eridikleri
i¢in kan beyin bariyerini kolayca asabilirler. Carmustine, Lomustine bu gruba

ornek ilaglardir (Chamber et al, 2001).

1.5.2.6 Enzimler

En sik kullamilan L-Asparaginase (L-Asp)’dir. Asparagine’min Aspartik
asit ve Amonyak’a hidrolizini kataliz eder. Asparagine esansiyel bir amino asittir.
Tiimor hiicreleri boylece L- asparagine kullanamaz. Protein sentezi bozulur. RNA
ve DNA’nin sentezleri engellenmis olur. L- Asparaginase hiicre siklusunun G;

evresine etki yaparak zararli olur (Chamber et al, 2001).
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1.5.2.7 Ceyitli sentetik ilaclar

Bu ilaglardan biri olan Cisplatinum DNA sentezini inhibe ederken,
Dacarbazine ise DNA’ya baglanip RNA yapimina engel olurlar (Chamber et al,
2001).

1.5.2.8 Hormonlar

Bazi tiimor hiicrelerinin hormonal mikro ¢evrelerini bozarak bunlarin
cogalmasim engellerler. Bu gruba giren bazi ilaglar Tamoxifen, Mafoxidin,

Prednisol’dur (Chamber et al, 2001).

1.6 Doksorubisin

Kemoterapotik ajanlarin antibiyotikler simfina dahil edilen Doksorubisin
(DXR) bir antrasiklin bilegigidir. Streptomyces peucetius var. caesius
kiiltiirlerinden izole edilmis bir antibiyotiktir (www. artemis.unmc.udu:82).

llacin molekiiler formilii CyHyoNOp s HCldir (http://www.rxlist.com
/cgi/generic2/doxor.htm).

Antrasiklin antibiyotikler gegen onbes yil i¢inde kanser tedavisi igin
kullanima sunulmus en aktif bilesiklerdir. Su an genel kullamimda olan DXR ve
Daunorubicin olup birgok analoglar1 i¢in yogun caligmalar s6z konusudur
(http://www.cancerhelp.org.uk/help/default.asp?page=4025).

DXR’nin genig bir klinik kullanim alani vardwr. Hodgkin, Hodgkin dist
lenfomalar, sarkomalar, akut 16semi, aymi zamanda meme, akcier ve over
karsinomalariin tiimiinii etki alanina alabilmektedir. Ayrica safra tiimorleri ve
prostat karsinomalari, tiroid, endometrium, bas, boyun ve diger solid timérler
lizerine de etkisi tespit edilmistir (Kirkwood et al., 1996).

DXR dort antrasiklin ¢ekirdegin bir seker molekiiliine baglanmas: ile
meydana gelmektedir ( http://dtp.nci.nih.gov/ docs/ static_pages/ compounds /
123127 html, 2001) (Sekil 1.2).

I~
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Sekil 1.2: Doxorubicin’in yapisi

Bu yapinn 6zelligi DXR molekiiline hem lipofilik hem de hidrofilik
ozellik kazandirmasidir. Yapiya sekerin katilmasi ve tetrasiklin halkasinin
“varliklarn antitimor aktiviteyi saglayan etmenler olarak kabul edilmektedir
(Chochoua et al, 1988).

Molekiiliin glikozidik bagin bulundugu noktadan ayrilmasi, ¢dziiniirliigii
olmayan inaktif bir aglikon olusmasina sebep olur. Glikozidik bag enzim ve asit
katalizi ile kopmaya elverisli oldugundan oral kullanim ilacin inaktivasyonu ile
sonuglanir.

Antikanser ilaglariin biiylik bir cogunlugu son derece sitotoksik olup gogu
mutajeniktir. DXR, insan neoplasmalarina kars: etkili bir sekilde genis olarak
kullamlan bir antikanser ilacidir. Bununla birlikte mutajenik ve kanserojenik olup,
siddetli kromozom hasarlart meydana getirdigi iyi bilinmektedir ( Au and Hsu,

1980).
1.6.1 Doxorubicin’in biyokimyasal etkisi

DXR’nin 6ne stirlilen etki mekanizmalari sunlardir :

a. DNA’ya baglanma: 2. YUESEKOCRETTM KURTLY
Y ON

Interkalasyonla gift iplikli DNA igersine siki bir sekilde bag | moKITMANE

A
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b. Serbest radikal olugturmak:
DXR’nin rediiksiyonu sonucu ¢esitli serbest radikaller olusabilir. Bu
radikaller, DNA kiriklarina, lipid peroksidasyonuna, proteinlerin ve DNA’nin
alkolasyonuna sebep olur.

c. Membranla iliskisi:
Direkt hiicre membran: ile iligkiye girerek membran fonksiyonunu degistirir.
DXR, kardiyak hiicrelerde lipid biyosentezini degistirebilir. Bu da membran
kompozisyonunda ve de fonksiyonunda bozulmalara neden olur. DXR’nin iki
muhtemel membran hedefi vardir; bir fosfolipid tiirevi olan kardiyolipin ve bir
protein olan spectrin (Chachoua et al, 1988).

[lacin intraselliiler olarak en yiiksek konsantrasyonda oldugu yer
¢ekirdektir. Hiicre DXR’ne maruz kaldiktan sonra floresan mikroskopi ile tespit
edilebilir. Cekirdek iginde antrasiklinler DNA’ya yiiksek afinite ile baglanir.

Bu baglanma DNA ¢ift zinciri igine guanin-sitozin baz ¢ifti arasinda enine
yerlesmek suretiyle (intercalation) olur. Bu mekanizma ile replikasyon ve
transkripsiyonu bozarak antineoplastik etkilerini olustururlar. DXR déneme 6zgi
olmayan bir ilagtir. Fakat S donemindeki hiicrelerde etkinlifi en fazladir. Aynca
topoizomeraz inhibitériidiir ve topoizomeraz II’ye bagli DNA yarilmast (cleavage)‘
yapar (Bino, 1990). Bunun sonucu olarak ¢ift iplik kiriklar1 olusur ( http:// www.
medicine. uiowa. edu /pharmacology / Lecturenotes/ 105-125 /2001/ Koland /
JGK-antineo-immuno. PDF, 2001).

Antrasiklinlerin DNA fonksiyonlarini inhibe etmeleri sadece araya girerek
degil aym1 zamanda tek bagli kesikler ve DNA’nin bunu izleyen kirilmalar: ile de
olur. DNA molekiiliiniin yakin civarinda siiperoksit gibi reaktif serbest radikaller
- olusmasi da bu tiir hasardan sorumlu tutulabilir (Tritton, 1991). DXR kromozomal
hasarlar1 indiikleyen serbest radikal tireticisi olarak bilinmektedir (Antunes, 1999).

Kinon ve hidrokinon gruplarmmin getirdigi 6zellikler sayesinde,
antrasiklinler hem peroksitleri hem de serbest radikalleri harekete gecirecek
potansiyele sahiptir. DXR toksisitesinde serbest radikal olusumunun rolii konusu,

aktif bir aragtirma konusudur (Cummings et al, 1991).
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Antrasiklinlere bagli olusan kardiyotoksisiteden serbest radikallerin
tiretilmesi mekanizmasi sorumlu tutulan muhtemel bir mekanizmadir. Yapilan
calismalarda antioksidan alfa-tokoferoliin timor cevabini bozmaksizin kalpte lipid
peroksidasyonu azalttif1 ve kardiyotoksisiteyi diisiirdiigii gosterilmistir (Tesoriere

et al, 1994).

(Matrix Side)
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Lipid Peroxidation

Sekil 1.3: Mitokondri seviyesinde, doxorubicin'nin oksidasyonu esnasinda

stiperoksit radikal anyonlarinin iiretilmesi (Ramos et al, 2001).

Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin rediiksiyonunu katalizleyerek
hiicreyi benzeri bir zarardan koruyan enzim olan glutatyon peroksidaz, DXR
uygulamasindan sonra kalp dokusunda korumay sagladii gézlenmistir (Villani,
1991).

Niikleik asit sentezinin inhibisyonu ve DNA yapismin harap edilmesi
sitotoksisitenin tek sebebi olmayabilir. Hiicre kiiltiiriinde, hiicreler DNA
aktivitesine etkili olan ila¢ konsantrasyonunun alnndéki ilag konsantrasyonlarinda
6lgmiislerdir. Izole edilmis mitokondride respirasyonun inhibisyonu ve hiicre zari
fonksiyonlarinda degisikliklerin meydana gelisi distik antrasiklin seviyelerinde
ortaya ¢ikmaktadir. Spektrin proteini ve kardiyolipin fosfolipidi antrasiklin i¢in
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hiicre zanindaki baglanti noktalaridir. Kardiyolipin tlimér hiicre zarimn ve kardiak
mitokondrinin  6nemli  bir  bilesenidir. = Antrasiklinlerin  kardiyolipine
baglanmalarimn kardiak ve timodr hiicreleri igin toksisite olusturdugu
diisiintilmiistiir. Aym1 zamanda antrasiklinlerin hiicre zarmndan sodyum ve
kalsiyum gegirgenligini artirmas1 kardiak toksisite ile iligkilidir (Aruoma et al,
1989; Berger et al, 1993).

llag kandan iki fazda temizlenir. Once karacigerde hizla metabolize olur.
Metabolize olan DXR extravaskiiler kompartimana dagilir ve daha sonra tekrar
plazmaya doner. Boylece ilacin plazmada kalig siiresi uzar ve yari 6mrii 31.7
saattir. Ilag karaciger, akciger, kalp ve bébreklere hizla varir ve bu organlarda bazi
degisimlere yol agabilir. Idrarin rengini kirmiziya boyar, ilacin idrardan atiliminin
%23°t aktif metabolit (adriamycinol seklinde) olur. Kalami aglycon sekline
doniigiir ve konjuge olur (etki gostermez) (Chamber et al, 2001; http://
www.medsafe.govt.nz  /Profs/datasheet/d  /doxorubicinhydrochlorideinj.htm,
2001).

1.6.2 Klinik toksisite

Oldukga genis spektrumlu ve giiclii etkili olmasinin sagladig; tistiinlitklerin
yaninda, toksisitesinin fazlalig1 bir sakinca olusturur.

Doz 60-75 mg/m® veya 0,6 mg/kg olarak uygulanmaktadir. Genellikle
kombinasyon iginde kullanilir. Genellikle toplam kiimiilatif doz viicut yiizeyinin
m?’si bagina 550 mg ile smurldir; bunun iistiine ¢ikildiginda giderek artan Slgtide
semptomatik ve Oliimciil olabilecek kalp yetersizlikleri goriilebilmektedir. Daha
once kalp hastalif: olan hastalar, yaslilar ve miyokarda radyasyon verilmis olan
hastalarin tedavisinde ozel olarak dikkat edilmesi gerekir. Doksorubisin ayrica
—-mesaneyedogrudan - veritebilinir (http://www. nursespdr. com/ members/database/
ndrhtml/ doxorubicinhydrochloride. html, 2001). a

Ilacin toksik etkisi olarak olgularin %46’sinda bulant: ve kusma, %5’inde
ates, %100’tinde alopesi, %75’inde stomatitis (lilserasyon gibi) goriiltir. Kemik
iligi baskilanmas: genellikle kemoterapiden sonra ikinci haftada hastalain %50-

%74’tinde goriiliir.
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Kardiyotoksisite genellikle ciddidir ve giintimiizde bu ilacin kullanimim
kisitlayan en 6nemli faktordiir.

Son yillarda kardiotoksisitenin kalpte, ilag oksijen kaynakli serbest radikal
olusumu ve bunun sonucunda lipid biomembranlarmin peroksidasyonu, hiicresel
ve organsal yapi fonksiyonlarinin bozulmasindan kaynaklandigi konusunda fikir
birligi vardir. Yirmi yillik arastirmadan sonra antitimor aktivite i¢in bir tek izahin
yeterli olamayacagt savunulmus ve bunun i¢in dort ayrn mekanizma ortaya
atilmistir (Teoriere, 1994; Newsome, 1997).

1. DNA interkalasyonu ve topoizomeraz inhibisyonu.

2. Enzimle katalizlenen ve demirle diizenlenen serbest radikal olugumu.
3. DNA'’ya kovalan baglanma.

4, Hiicre zar1 yapisinda bozulma.

Bu goriige gére DXR 6nce hiicre yiizeyiyle etkilesime girerek akiskanligi
degistirip membran yapisinda bozulmaya sebep olmakta. Daha sonra fosfotidil
inositol d6ngiistinde bir artiga yol agar ve proteinkinaz C aktive edilir. Bu enzimin
fosforilasyon igin birgok dnemli substrati olabilir ama bu agsamada topoizomeraz II
dnem tasir. Topoizomeraz II aktivitesi fosforilasyon ile kontrol edilmektedir. DXR
topoizomeraz II inhibitérii oldugu igin enzimin katalitik etkilerinin tamamin
bloke eder. Ancak enzim islevindeki bozulmalar DNA yikilmasin: tetikler.

Hayvanlar iizerinde yapilan birgok in vitro ve in vivo ¢alimalarla,
DXR’nin kromozomal aberasyonlara neden oldugu gosteriimistir (Tapiero et al,
1986). Yine birgok g¢ahigmalarda teratojenik, mutajenik ve klastojenik oldugu
kanitlanmistir (Teoriere, 1994; Newsome, 1997).

Yapilan bir ¢aligmada Cin hamster hiicrelerinin senkronize kiiltiirlerinde
6 kemoterapdtik ajanin uygulanarak memeli siklusu tizerindeki etkileri
arastmlrms, bu aJanlann icinden DXR uygulanan hucrelerde S fazma gmgmde

zaylf bir etk:lye sahlp olduklar1 gozlemrken hucrelerln mltoza ula$malarm1

engellemede ise tam etkiye sahip oldufu goriilmiigtiir.



Tritton ise DXR toksitesini su sekilde sematize etmistir (Tritton, 1991).
DXR

|

Membran

|

Akiskanhk

|

Fosfoinositit dongiisii

|

Diagil gliserol birikimi

|

Proteinkinaz C’nin aktivasyonu

J

Topoizomeraz II’yi iceren substrat fosforilasyonu

|

DNA Hasar:

Hiicre Oliimii

Sekil 1.4: Doksorubisin toksisitesi
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DXR uygulanarak yapilan kemoterapiye karsi klinik cevap hastalarin
kendi farmokinetigi, tiimoriin biiyiikltigti, damarlanmasi gibi birgok faktérlere
baglidir (Kayaalp, 1991).

1.7 Kromozomlar

Insan kromozomlar1 ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafindan goriilmiis,
fakat kromozom sézctigii 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kullanilmistir.1917
yilinda Wieman tarafindan X ve Y kromozomlari tanimlanabilmistir. Insan
kromozomlarmin kesin sayisinin belirlenmesi 1956 yilinda Tjio ve Levan
tarafindan, insan fetal karaciger fibroblastlartyla yaptiklar kiiltiirde kesin rakamin
46 oldugunu ortaya koymalariyla olmustur. Bu say: sigan ve fareler igin 42’dir.
Bunlardan cinsiyetin belirlenmesiyle iligkili olan X ve Y kromozomlarina
gonozom geriye kalan kromozomlara ise otozom kromozomlari denilmektedir

(Passarge,1995 ; Cooper, 1996).
1.7.1 Kromozomun morfolojik kisimlar:

Kromozomlar 151k mikroskobu altinda incelenebilirler, bu incelemede bazi
morfolojik &zellikleri ayrimsal olarak hemen dikkati ¢eker. Bunlari kisaca su
sekilde siralayabiliriz.

1.7.1.1 Sentromer (centromere)

Kromozomlar boyandifinda en az boyanan bdlge olarak dikkati ¢eken

kesim olan sentromer, yapiya katilan 6zglin proteinlerle beraber ‘“kinetochore”

ismini de alr. Kimi zaman da “ilksel darlik” (primer constriction) ady verilir. ... .

Fakat kinetekor terimi fonksiyonel olan sentromeri yada metafazdaki sentromeri
anlatmak igin kullanilir. Sentromer normal olan her kromozomda bir tanedir ve
hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin i§ iplikciklerine tutunmasini saglar

(Passarge,1995 ; Cooper, 1996).
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1.7.1.2 Sekonder darlik (secondary construction)

Sekonder darlik, sentromer disindaki niikleolar (NOR) ya da niikleolar
olmayan tiim darliklari kapsamakta olup sentromerden ayr 6zelliklere sahiptir.
Sentromer tiim kromozomlarda bulunmasma karsilik bu olusumlar ancak belli
kromozomlarda bulunurlar (6rnegin insan 1, 9 ve 16 numarali kromozomlarinda)

(Passarge, 1995 ; Cooper, 1996).

1.7.1.3 Uydu (satellit)

Ince bir sapla kromozomlarm kisa kollarina baglanan, yuvarlak diigme
bigimindeki kromatin materyaline satellit ismi verilmektedir. Insan D ve G grubu

ile sigan kromozomlarinda gézlenmektedir (Passarge,1995 ; Cooper, 1996).

1.7.1.4 Kromomer (chromomere)

Isik mikroskobu altinda, mayotik ve mitotik profazdaki kromozomlarin
hemen hepsinde yogunlagmis kromatid ya da kromozom kesimleri fark
edilmektedir ki degisik yogunlukta boyanan bu kesimler enine bantlar veya tespih
tanesi seklinde goriilebilmektedir bu yapilara kromomer ismi verilir. Fakat
kromomerik yapt kromozomlarm daha kondanse oldugu metafaz ve anafaz

evrelerinde goriilmemektedir (Passarge,1995 ; Cooper, 1996).

1.7.1.5 Kromatin (chromatin)

Genetik maddenin ya da kromozomun interfaz donemindeki adina
kromatid denmektedir. Oysa aym1 madde G; evresinde kromatin adim almaktadir.
Yani genetik materyalin interfaz donemindeki kiimelesmis ve yumaklasmis
durumuna denmektedir. Kisaca DNA ve protein kangimma verilen isimdir. Iki
tirlti kromatin bilinmektedir: Heterokromatin (heterochromatin) ve 6kromatin

(euchromatin) (Passarge, 1995 ; Cooper, 1996).
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1.7.1.6 Kromonema (chromonema)

Kromozom ve kromatidlerde 151tk mikroskobu ile gdoriilebilen en kiigiik
dallar1 anlatmak i¢in kullanilmustir. Kromonemanin 2,4 ya da daha ¢ok iplikten
olustufu ve bunlarin ozel sarmallar yaparak kromatidleri olusturdugu
diistiniilmektedir (Passarge,1995 ; Cooper, 1996).

1.7.2 Metefaz ve anafaz kromozomlarinin sekli

Metefaz ve anafaz kromozomlari, sentromer lokalizasyonu ile total ve kol

uzunluklarina gére dort gruba ayrilir (Passarge,1995 ; Cooper, 1996).

1.7.2.1 Metasentrik (median) kromozom

Sentromeri ortada ve iki kolu birbirine egit olan kromozomlardir

(Passarge, 1995 ; Cooper, 1996).

1.7.2.2 Submetasentrik (submedian) kromozom

Sentromeri merkezden uzak ve iki kolu birbirine egit olmayan

kromozomlara denir (Passarge,1995 ; Cooper, 1996).

1.7.2.3 Akrosentrik kromozom

Sentromeri kromozomun bir ucuna ¢ok yakin olan kromozomlara denir.
Sigan kromozomlarinin tamami bu grup kromozomlara girmektedir

(Passarge, 1995 ; Cooper, 1996).
1.7.2.3 Telosentrik kromozom

Bu tip kromozomlarda sentromer en ugta bulunur (Alberts et al, 1994).
1.8 Kromozom anomalileri

Yapisal kromozom anomalileri, kromozomlarin sekillerinde ve

diizenlenislerinde bozukluk meydana getiren UV, kanserojen ve mutajen ajanlar,



kemoterapotikler gibi kimyasal ve cevresel etkilerle olugabilirler. Belli bash
yapisal hasarlar sunlardir.

1.8.1 Translokasyon (yer degistirme)

Bir kromozomdan kopan pargamin bir difer kromozoma tasinip
yerlestigini ifade eder. Yani, kirilma gosteren heterelog iki kromozomdan birinin
kirllan pargasin, diger kromozomun kirilan pargasimin iizerine yapismasina
translokasyon denir. Translokasyonlar ii¢ grup igersinde toplanir (Connor and
Ferguson-Smith, 1997).

1.8.1.1 Reciprocal translocation (karsilikli translokasyon)

Bir kirilma sonucu, homolog olan ya da olmayan kromozomlardan kopan
pargalarin karsilikli olarak yer degistirmesine denir (Connor and Ferguson-Smith,
1997).

1.8.1.2 Centric fusion (sentrik kaynasma tipi translokasyon)

Akrosentrik kromozomlarda goriilen 6zel bir resiprokal translokasyon
tipidir. Bu translokasyonda, kromozomlardan birinde sentromere yakin kisa
kolunda, digerinde sentromere yakin uzun kolunda birer kirtlma olur. Daha sonra
kromozomlarin uzun ve kisa kollar1 birleserek translokasyon kromozomlarin
olusturur. Ancak ortaya gtkan bu anormal kromozomlarda kii¢iik olan1 ¢ogunlukla
bir sonraki boliinmede dejenere olarak kaybolur. Bu tip translokasyona
Robertsonian translokasyon da denilmektedir (Connor and Ferguson-Smith,

1997).
1.8.1.3 insertional translocation (araya girme tipi translokasyon)

Transposition adi da verilir. Homolog olmayan iki kromozomdan birinde
¢ift kink digerinde ise tek kirk meydana gelir. Iki kirnlma olan kromozomdaki
parga tek kirilma olan kromozoma gider ve kaynasir. Bu kromozomlardan birinde

eksilme digerinde ise artma s6z konusudur (Connor and Ferguson-Smith, 1997).
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1.8.2 Deletion (eksilme, delesyon)

Delesyon, bir kirilma sonucu kromozomun kiigiik bir pargasinun kopmasi
demektir. Kopma iki tiirlii olabilir; tek kirtk sonucu kromozomun pargas: kopabilir
(terminal delesyon) ya da iki kirik sonucu kopan parga aradan ¢ikar diger pargalar
yeniden kaynagir (intertisyel delesyon). Ancak, terminal delesyon pek olasi
degildir. Ciinkii kopan kromozom kolu yapiskan durumda kalir ve yeni bir
parcanin buraya eklenmesi beklenebilir. Kopan par¢a sentromersiz kiigiik bir parga

ise bir sonraki hiicre boltinmesinde kaybolur (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.3 Duplication (artma, duplikasyon)

Homolog iki kromozomdan birinde ¢ift kirtk sonucu kopan parga,
digerinde tek darbe sonucu kopan aralifa girerek kaynasacak olursa duplikasyon
olgusu ortaya ¢ikar. Ancak duplikasyon daha ¢ok mayoz bdliinmede krossing-over
esnasinda goriiliir ve bir kromozom segmentinin iki kopya halinde bulunmasim

anlatir. Duplikasyon kendini iki tipte gosterir (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.3.1 Tandem duplikasyon

Kopan parca eklendigi lokustaki gen siralamasiyla aym sekilde dizilmistir
(Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.3.2 Ters tandem duplikasyon

Artan parca ters donerek yeni yerine yerlesmistir (Connor and Ferguson-

Smith, 1997).
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1.8.4 Inversion (ters dénme)

Bir kromozomda iki kinlma sonucu olusan parcanin delesyona
ugramadan kendi ekseni etrafinda 180° donerek yine eski yerine yapismasidir. 1ki

tiirlii inversiyon vardir (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.4.1 Paracentrik inversiyon

Kirilan ve donen parga sentromeri igermedigi durumlardir. Kromozomun
goriinfigiinlin degigsmemesine karsin gen sirasi degisiklige ugrar (Connor and

Ferguson-Smith, 1997).

1.8.4.2 Perisentrik inversiyon

Kirilan parga sentromeri igerir, dénme sonucu hem kromozomun sekli hem

de gen strasi degisir (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.5 Ring kromozom (halka kromozom)

Bir kromozomun uglarinin kaldigr etki sonucu kopmasi ve bu uglarm
yapigkan ozellik kazanarak birbirleriyle kaynagmalar sonucu ortaya ¢ikan yapiya
denilir (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.6 Isochromosome (izokromozom)

Normalde anafazda ig iplikleri tarafindan sentromerlerinden boylamasina
boliinen kromozomlar olusan bir hata sonucu sentromerinden enlemesine
boliinebilir. Bu durumda yavru hiicrelerden birinde yalmiz kromozomun kisa
kollar1 bulunurken digerinde uzun kollan bulunacaktir (Connor and Ferguson-

Smith, 1997).



1.8.7 Break (Kromozom kiriklarr)

Kromozomlarda olusan kiriklar ise genel olarak iki ana grupta incelenir:

1.8.7.1 Kromozom tipi kiriklar

Bir kromozomun her iki kromatidinde ayn1 bdlgede olusan kiriklardir.
Bunlara izokromatid tip kiriklar denilir. DNA eslesmesinin sonunda veya G
fazinda olusur.

Kromozomun her iki kromatidinin aym lokusundaki akromatik lezyon
olan boya almayan bélgeler “kromozomal gap” olarak isimlendirilir. Eger
kromozomun her iki kromatidinin ayn1 lokusunda kiriklar mevcutsa “kromozomal
kirik” olarak adlandirilir. Iki ya da daha ¢ok kromozom lezyonlarmm sonucu
olarak “kromozbmal exchange” meydana gelir (Savage, 1975).

Tek bir kromatidin genisliginden daha kiigiik par¢aya “double minute”
denir (Connor and Ferguson-Smith, 1997).

1.8.7.2 Kromatid tipi kirklar

Kromatidlerin birinde olusur. G; fazi sonu ve S ile G, fazlar1 arasinda
olur. Kromatid diizensizligi bir lokustaki bir kromozomun sadece bir kromatidini
icerir. Tek bir kromatidin boya almayan bolgesine “kromatid gap” ve tek bir
kromatidde g6zlenen sira diizensizligine ise “kromatid kirik™ ad1 verilir (Savage,
1975).

Iki ya da daha ¢ok kromatid lezyonu ve kromatid materyalinin subsequent
diizenlenmesi sonucu olusan “kromatid exchange” kromatid diizensizlikler i¢inde
goriiltir. Interchange vakalarinda (farkli kromozomlarin kromatidleri arasindaki
exchange) {i¢ kolu bulundugunda “triradial”, dort kolu bulundugunda
“quadriradial”, ya da dortten ¢ok kolu varsa “compleks” konfigiirasyon olarak

bilinir (Savage, 1975).
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1.9 Gap ve kirnklarm karsilastirilmas:

Gap ve kiriklarin ayurt edilmesi her zaman tartigma konusu olmus ve bu
konuda cesitli Sneriler getirilmistir. Birgok arastirmaci, yaptiklar1 gézlemlere
dayanarak gap ve kiriklarin bazi 6zelliklerini belirlemiglerdir (Savage, 1975).

Kirik, kromozomun bir pargasinin, komple ayrilmasi olarak izah
edilmektedir. Aynlan parga kolayca gériiliir, ya da tamamen yok olur.

Gap ise kromatidin bir béltimii inceldiginde olusur. Bu da kendisini bir
devamsizlik seklinde gosterir. Istk mikroskobu ile bakildiginda, gaplerin yer
degistirmedigi ve siklikla gercek devamsizliktan ¢ok sadece hipokromatin bolge
oldugu goriiliir. Bu tip kromozomlarda iki yakin bélge birbirine hala baglidir fakat
DNA iplikleri ¢ok fazla incelmistir. Genellikle bu gap bélgesindeki DNA
yapisinda baz1 degisiklikler meydana gelir (Savage, 1975).

Gapler o bolgenin sikica kondense olup, kromozomun metafaz formuna
gegebilme yetenegini etkiler (Connor and Ferguson-Smith, 1997; Nussbaum,
2001).

Gapleri kiriklarda ayiran bir bagka zellik de anafazda sentrik ve asentrik
fragmentlere ayrilmamalaridir (Connor and Ferguson-Smith, 1997; Nussbaum,
2001).

Kink ve gap formasyonu klinik olarak oénemlidir. Ciinkii kromozomun
kiictik bir pargast ya da asentrik kromozom bu olay sirasinda kaybolabilir. Bu
kirilmalar sonucunda 151k mikroskobunda gozlenebilen delesyonlar ve kirilan
kromozomlarin kollarinin birlesmesi egilimi sonucunda, halka kromozomlar,
duplikasyonlar, inversiyonlar, ¢esitli translokasyonlar ve disentrik kromozomlar

olusabilir (Connor and Ferguson-Smith, 1997; Nussbaum, 2001).



2. AMAC VE KAPSAM

1989 yilinda, ABD’deki 6liimlerin %43’ kardiyovaskiiler hastaliklardan,
%23 ise kanser sebebiyle meydana gelmistir. Her iki rahatsizlik {izerine yapilan
epidemiyolojik bulgular ve ¢aligmalar sonucu aragtirmacilar serbest radikallerin
bu rahatsizliklarin gelisiminde 6nemli bir rolii oldugunu ortaya ¢ikarmislardir
(Barber, and Harris, 1994)

Serbest radikalller, metabolizmamin degigmez bir pargasidir, stirekli
olarak canli dokularda normal metabolik reaksiyonlar ve hiicrenin enerji iiretimi
esnasinda yan tiriin olarak agiga ¢ikmaktadirlar (Basaga, 1990; Davies, 2000). Is1
stresi, radyasyon, hiperoksi, inflamasyon, yaralanma ve egzersizden dolay:
metabolizmamn hizlanmasi, hatta tamir mekanizmalan serbest radikal ve buna
bagh reaktif oksijen, nitrojen tlirevlerinin seviyelerinin artmasina neden olur.
Serbest radikaller DNA’da hasarlarini, oksitlenmis niikleositleri olusumunu, zincir
kirtklarim  ve DNA-protein kross-linklerini indiiklemektedir. Olusan bu
bozukluklar ya tamir edilmekte ya da apoptozis, nekrozis gibi mekanizmalari
devreye sokmaktadir. DNA bozukluklarinin hatali tamiri ise DNA dizisinde
degisikliklere sebebiyet vermekte bu da kanserlesmeye kadar gidebilen sonuglar
dogurmaktadir. Ayrica oksidanlar mitokondriyel DNA’da da hasarlara ve
metabolik fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadirlar (Fehrenbach and Nortoff,
2001).

Serbest radikaller ve antioksidanlar, klinik ve beslenme literatiirlerinde
genis olarak tartigilmaktadir. Antioksidanlara, aktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin
olusumlarimin énlenmesinde ve zararl etkilerinin ortadan kaldirilmasinda ihtiyag
duyulmaktadir. Endojen antioksidanlar ( superoksit dismutaz, H,O,- uzaklagtiric
enzimler, metal baglayic1 proteinler) zararli etkinin giderilmesinde yeterli
olmamaktadrr, béylelikle dietle birlikte disaridan alinan antioksidanlar biiyiik
Onem kazanmaktadir ( Hallivell, 1996; Ames, 1993).

Kanser tedavisinde yaygin ve etkili olarak kullamlan DXR’in bir serbest
radikal ireticisi oldugu ve kromozomal anomalilere yol agtifi bilinmektedir.

Ozellikle lipid peroksidasyonu sonucu olusturdufu serbest radikaller, hem
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kromozomal hem de hiicresel metabolik hasarlara yol agmaktadir (Antunes et al,
1999; Kusyk and Hsu, 1976)

Dogal antioksidanlardan biri olarak bilinen vit A {izerine yapilan ¢alisma
ve tartismalar devam etmektedir. Vit A’nin doza bagli olarak bir antioksidan etki
gosterdigi diigtiniilmektedir. Vit A ile yapilmig olan in vitro testlerde bu goriisii
desteklemektedir (Tesoriere et al, 1994; Badr et al, 1998).

Bu ¢aligmada, DXR’in hiicreler lizerindeki bilinen klaétojenik etkisine
bagli olarak ortaya ¢ikan kromozomal hasarlan 6nlenmesinde vit A’nin in vivo
etkisinin sitogenetik olarak g6zlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in Wistar cinsi
albino siganlardan olusan deney ve kontrol gruplarindan elde edilen sonuglar

sayisal ve istatistiki olarak kiyaslanmigtir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Kimyasal maddeler

e Doxorubucin (Carlo Erba)
e Vitamin A (Sigma)

e Kolsisin (Sigma)

e Potasyum kloriir (Sigma)

e Metanol (Merck)

e Asetik asit (Sigma)

e KH,PO, (Merck)

e Na,HPO, (Merck)

¢ Giemsa (Sigma)

e FEter (Merck)

e Ksilol (Merck)

e Hidroklorik asit (Sigma)

o Sodyum hidroksit (Sigma)

e Entellan (Merck)

¢ Immersiyon yag1 (Olympus)

e Zeytinyagi

e Distile su

3.1.2 Kullanilan tampon ve ¢izeltiler

Cizelge 3.1: Carnoy’s fiksatif soliisyonu

Methanol (3 kisim) 75 ml

Glacial asetik asit (1 kisim) 25 ml

(Her kullanimda taze olarak hazirlanir.)



Cizelge 3.2: Hipotonik soliisyon

Potasyum kloriir 56¢g
Distile su 1000 ml
(KCI soliisyonu 0.075 M olarak hazirlanir ve oda sicakhiginda 2-3 hafta

saklanabilir.)
Cizelge 3.3: Kolsisin soliisyonu
Kolsisin (liyofilize) 0.1g

Distile su 100 ml
(Steril olarak hazirlanir. Stok soliisyon 2-5°C’ de birkag ay kalabilir.)

Cizelge 3.4: Fosfat AB tampon soliisyonu

Sol A: KH,PO,4 0.08 g 1000 ml’de ¢oziiliir
Sol B: Na;HPO4 947¢g 1000 ml’de ¢oziiliir
AB buffer = 200 ml Sol A + 800 ml Sol B karistirilarak elde edilir.

(pH 6.8’e HCI ve NaOH kullamlarak ayarlanir)

Cizelge 3.5: Giemsa boya soliisyonu

Giemsa boyas1 2.5ml
AB tampon soliisyonu 5ml
Distile su 42.5 ml

(Her boyama igin taze olarak hazirlanir.)
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3.1.3 Deneyde kullanilan araglar

Diseksiyon seti

e Lam

e Lamel

o 50 ve 100 ml mezur
e (Cam sale

e DPastor pipetleri

o Cam santrifijj tiipii

o Santrifiij

e Vorteks mikser
e Etiiv

e pH metre

e Buzdolab:

e Hassas terazi

o Enjektdr (1, 3, 5 ml)

e Pediatrik idrar sondas:

e Olympus arastirma mikroskobu

e Meta Goriintiileme Sistemi (IKAROS)

3.1.4 Kolsisin (colchicine) hazirlanis1

0.1 gr kolsisin steril olarak tartilarak 100 ml distile suda sulandirilir. Stok
soliisyon +4°C’de saklamlabilinir. Deneye baslamadan 2 saat dnce sigana gram
bagina bu stok soltisyondan 0.1 ml olacak sekilde intraperitonel olarak verilir

(Macgregor and Varley, 1983).
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3.1.5 DXR dozu ve uygulanisi

Antunes ve ark. (1998) yaptiklani g¢alismada DXR’nin kromozomal
hasarlar1 indiikleyen etkili dozu olarak 90 mg/kg b.w.’lik miktar1 almiglardir. Biz
calismalarimiza bu dozu referans olarak alip bagladigimizda deneye aldigimiz 3
hayvandan elde ettigimiz preparatlarda bu dozun kemik iliginde asir1
baskilanmaya yol actifini ve metafaz plagi bulunamayisindan dolay: inceleme
yapilamadiguu gérdik.

Kromozom hasar1 yapan minimum dozu belirlemek amaciyla 40, 50, 60
ve 70 mg/kg b.w.lik dozlari denedigimizde 50 mg/kg b.w. dozunun akut
kromozomal anomaliye yol agan ve inceleme yapmaya elverisli, mitotik indeks ile
uyumlu metafaz plag: saglayan doz olduguna karar verdik.

DXR’in damar digina tasmalarda nekroza sebep olmasina karsin
yaptigimiz aragtirmada ve literatiir taramasi sonucunda DXR’nin intraperitonel
olarak uygulanmasina karar verdik (Ciaccio et al, 1993 ; Antunes and Takahashi,
1998)

3.1.6 Vitamin a’nm dozu ve uygulanisi

25 IU/kg b.w. olarak segilen ilk doz; hiicre membranlarinda membran
lipidlerinin doxorubicin ve benzeri lipit peroksidasyonu yapan ajanlara karsi
fizyolojik antioksidan olarak etkili, literatiirde verilmis olan doz segilmistir
(Antunes et al,1998; Tesoriere et al, 1994).

70 IU/kg b.w. secilen doz ise insan igin vitamin A’min RDA
(Recommended Dietary Allowwance) dozu referans olarak alinarak uygulanmuistir
(http://www.nfpt.com/Library/Articles/vitamins.html; Baysal et al, 1991).

Vitamin A’nin deney hayvanlarina uygulanigi; pediatrik idrar sondasi
yardimiyla gavajla verildi. Uygulama esnasinda si¢anlar boyun bolgesinden sikica
tutularak agizlar ortasi delik bir ¢ubuk yardimiyla agilarak sonday: isirmalar

engellendi. Sonda esnasinda yanhslikla soluk borusuna girilmemesine 6zellikle
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dikkat edildi. Sonda mideye ulagtiktan sonra enjektdér yardimiyla sonda pay: da
hesaba katilmis olan uygun dozdaki vitamin A hayvanlara verildi.

3.1.7 Deneylerde kullanilan hayvanlar

Tek doz uygulanan DXR’nin kemik iligi mitotik kromozomlan {izerindeki
zararli etkisine karst Vit A’min koruyucu etkisini in vivo olarak arastirmak
amactyla yaptigimiz bu calismada sekstiel olgunluga erismis 100-120 gr
agirhginda 6 haftalik Wistar cinsi albino siganlar kullanilmistir. Sicanlarin 6
haftalik olarak segilmesinin nedeni, bu donemin hayvanlarin olgunluk devresinin
ilk basama@im olusturmas: ve yaslilik sebebiyle meydana gelebilecek olan
kromozom hasarlarimin  yol agabilecegi degerlendirme hatalarimi  ortadan
kaldirmasidir (Antunes and Takahashi, 1998). Deney ve kontrol grubu hayvanlan
bu ozellikler goz 6niinde bulundurularak se¢ilmisgtir.

Deneydeki hayvanlar, deney gruplarina gore disi ve erkek olmak lizere egit
olarak dagitilmasina 6nem verilmistir.

Deneylerde. kullamlan hayvanlar Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu onay: ile Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden saglanmigtir.

Deney hayvanlarinin genel bakimlar1 bu birim tarafindan yapilirken deneye
alinan hayvanlarin gdzetim ve bakimi bizzat aragtirmaci tarafindan iistlenilmisgtir.
Calisma siiresince deney ve kontrol gruplari aym ortam sartlarina maruz
blralﬂhnls;ur. Deney hayvanlarinin beslenmeleri i¢in standart laboratuvar yemi ve
su kullanilmistir.

Kontrol grubu ve her deney gurubunda 3 erkek 3 disi olmak tizere 6’sar
hayvan bulunmaktadir (Antunes and Takahashi, 1998).

3.1.8 Kontrol ve deney gruplan

3.1.8.1 Kontrol Grubu
6 sigandan olusan kontrol grubuna higbir kimyasal miidahalede
bulunulmadan dogruca deneye alindilar. Sadece deney oncesi tiim hayvanlara

uygulanan intraperitonel olarak kolsisin uygun miktarda verildi.



3.1.8.2 DXR Grubu

DXR ile muamele goren hayvanlara, kilogram basina 50 mg DXR
uygulandi. Her bir hayvanin viicut agirlifina uygun dozda total 0.5 ml steril suda

¢ozlinmiis DXR intraperitonel olarak verildi.

3.1.8.3 Vitamin A Gruplar

Deneylerde vit A’nin Sigma firmasindan saglanan all-trans retino! formu
kullanilmustir. Vit A’run bu formunun 1 ml’si 12.500 IU esittir. Uygun dozlarin
ayarlanmasi i¢in dogal zeytinyag: kullanilarak vit A uygun dozlara ayarlanmagtir.
25 IU ve 70 TU’lik dozlar hayvanlarin agirhiklar: dikkate alinarak kilogram basina

uygun dozlarda gavaj ile verilmigtir.

3.2 Yéntem

Alt1 haftalik Wistar albino sicanlara DXR grubu i¢in ayarlanan dozlardaki
DXR insiilin enjektorii ile intraperitonel olarak uyguland: (Nakagawa et al, 1985).
Ilag enjeksiyonundan sonra 22. saate insiilin enjektdrii ile agirliklarina uygun
miktarda kolsisin verildi. Kolsisin verildikten 2 saat sonra yani ilag verilmesinden
24 saat sonra hayvanlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

Vitamin A gruplarinda ise oncelikle ilk iki glin 24 saat ara ile vitamin A
verildi. Bu islem esnasinda vitamin A zeytin yaginda uygun dozda seyreltilmis
olarak pediatrik idrar sondas: ile hassas bir sekilde agiz yoluyla gavaj yontemiyle
hayvanlara verildi. 46. saatte uygun miktarda kolsisin verilerek hayvanlar aym
yontemle deneye alindi.

DXR + vitamin A gruplarinda ise ilk iki giin vitamin A uygulamasi, Ggiinci
giin DXR sonunda 70. saatte kolsisin verilerek deneye alindilar (Ciaccio et al,

1993).
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3.2.1 Materyalin alhmis: ve hipotonik sok

Sakrifiye edilen siganlarin femurlar1 hizli bir sekilde ¢ikarildi.

Gazl1 bez ve makas yardimiyla yumusak dokudan temizlendi.

Sonra kemik makastyla kemiklerin her iki ucu kesildi.

Ettivde 37°C 1sttilmug olan 0,075 M KCl sollisyonu igeren enjektor ile kemigin
kesik bir ucundan girilerek kemik iligi saat camu tizerine ¢ikarildi. Bu yikama
islemi birkag defa tekrarlandi.

Saat camu i¢indeki materyal steril gazli bezle stiziilerek cam santrifiij tlipiine
aktanldi.

Materyal etiivde 37°C’de 25 dakika inkiibe edildi.

Etiivden ¢ikarilip 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Tiipiin iist kismunda kalan stipernatan pastor pipeti kullanilarak atildi.

3.2.2 Fiksasyon islemi

1-

Etiivden ¢ikarilip stipernatant: atilmig dipte ¢6ken hiicrelere (pellet) o anda
taze olarak hazirlanilmis olan metanol/asetik asit ( 3/1 oraninda ) karisimindan
olusan fiksatifden damla damla ilave edildi.

Bu esnada hiicrelerin birbirinden ayrilmalar1 ve tekrar yapismalarimi 6nlemek
i¢in vorteks mikser yardimiyla karigim ¢evrildi.

Damla damla fiksatif eklenmesine 10 ml’ye kadar devam edildi.

Bu islem sonras1 agz1 kapatilan tlip oda sicaklifinda 25 dakika bekletildi.

Daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika santrifiyj edildi.

Stipernatant: atildi.

Dipte kalan hiicrelere ayni islem (madde 1-3) uygulanir ve 1000 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi (Bu islem 3 kez tekrarlanir).

En son santrifiijden sonra iist sivi atilir ve tiiplin dibindeki pellete 2-3 ml

fiksatif ilave edildikten sonra hiicre siispansiyonu hazirlanilms oldu.
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3.2.3 Preparatlarin hazirlanis:

Daha o6nceden numaralandinimis ve adlandirilmis lamlar %10’luk
alkolde temizlenirler. Fiksatifle yikama sonucu elde ettigimiz siispansiyon
halindeki pellet pipete alinarak yaklasgik yirmi santim yiiksekten lamlara

damlatilarak preparatlar hazirlanir.

3.2.4 Preparatlarin boyanmasi

Preparatlar oda sicakliginda kuruduktan sonra tamponda hazirlanan giemsa
boyasi ile 10 dakika boyandi. Boyamadan sonra distile su ile preparatlarin fazla
boyasi yikandi. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar mikroskopta incelenmeye

hazir hale geldi.
3.2.5 Preparatlarin incelenmesi

Preparatlar Oncelikle Olympus arastirma mikroskobunda incelenerek
metafaz plaklari belirlendi. Plaklarda tespit edilen anomaliler not edildi. Her
hayvandan yiiz plak olacak gekilde her gurubun incelenmesi tamamlandiktan
sonra. bilgisayar goriintiilemeli kromozom analiz sistemi (Meta sistem, IKAROS)
kullanilarak, istenilen plaklarin goriintiisii bilgisayara aktarilip {izerlerinde gerekli

isaretlemeler yapilarak tezde kullamlacak sekle getirildiler.

3.3 Istatistiki degerlendirme

Incelenen preparatlardan elde edilen gruplara ait sayisal anomali degerleri
SPSS ver. 9.1 istatistik programinda bilgisayarda degerlendirildi. Gruplar arast
anlamlilitk One Way-ANOVA ile degerlendirilirken, her bir anomali tiiriinlin
gruplar arasindaki anlamliligi ise Tukey ¢oklu karsilastirma yontemi ile

gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

DXR’nin olusturdugu yapisal anomalileri 6nlemede vit A’min roliinii

aragtirirken alt1 arastirma grubu olusturulmustur.

Cizelge 4.1 : Deney gruplari.

Uygulama Gruplar* | Doz
Kontrol 1 Steril su (i.p.)
Vit Ags 25 IU/kg b.w. Vitamin A

Vit Az 70 TU/kg b.w. Vitamin A

Vit Axs+tDXRsg 25 IU/kg b.w. + 50 mg/kg b.w. (vit A+DXR)

2
3
DXRsg 4 50 mg/kg b.w. DXR
5
6

Vit A7+DXRso 70 IU/kg b.w. + 50 mg/kg b.w. (vit A+DXR)

* Her grubun hayvan sayis1 6’dir. (DXR i.p. olarak, vit A gavaj ile verilmistir.)

Vit A’nin koruyucu etkisinin aragtirildigi bu deneyler Wistar albino
sicanlar iizerinde in vivo olarak gergeklestirildi. Vit A ve DXR uygulamalar
sonucu deneye alinan hayvanlardan direkt kemik iliginden kromozomlar elde
edildi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelenmis, yapisal anomaliler
say1lip istatistiksel degerlendirmeleri yaptimustir.

Incelenen tim deney hayvanlarinin preparatlarinda gruplara gore
degisiklik gosteren yedi yapisal (gap, exchange figlir, kromatid tip kirik,
izokromatid tip kirik, triradial figlir, asentrik fragment ve translokasyon
kromozomu) anomali saptanmistir. Bu yapisal anomalilere ait tlim degerler
gruplara ait ¢izelgelerde verilmistir. Anomalilerin smiflandirilmas: ve
degerlendirilmesi i¢in Savage’nin yapisal kromozomal anomalileri smiflandirdig:
calismas: dikkate alinmistir (Savage, 1975).

Gaplerin gozden kagabilecegi ve degerlendirmelerde hatalara yol
acabilecegi diigtincesiyle, gaplere iliskin bulgular toplam anomalilere ve
istatistiksel degerlendirmeye katilmamis ¢izelgelerde aydinlatici bilgi olarak

verilmistir (Antunes et al, 1998).
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4.1 Kontrol grubuna ait bulgular

Bu gruptaki 6 hayvanda gapler hari¢, 8 kromatid tipi kirk (K) ve 2
asentrik fragment (AF) gozlenmistir. Toplam 10 yapisal anomaliye rastlanilmistir.
Bu gruptaki yapisal anomalilerin kontrol grubu olmalarindan dolay1 ¢ok az oldugu
dikkati ¢ekmektedir. Bu gruba ait bulgular ayrintii olarak Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2 : Kontrol grubunda gdzlenen yapisal anomalilerin say1 ve ¢esitleri.

KONTROL YAPISAL ANOMALILER

z = E N Kirik g
Y I e e B L B B
= 3 S K |IK S
K/Q (100 1 14 - - - - - 1
K/Q 100 1 2 | - - - 1 - 3
Ki/Q |100] - 1] - = - - - 1
KJ/3 | 100 | - 1| - - - - - 1
K¢3 |100] - | 1] - £ - - - 1
Kg3 | 100 2 2 | - - - 1 - 3
Toplam | 600 8 2 10

4.2 Vit A,5 grubuna ait bulgular

Vit Ays grubunda, yapisal anomaliler anlamli bir artig géstermemiglerdir.
Degerler kontrol grubuna ¢ok yakindir. 10 K ve 6 AF gozlenen bu grupta toplam
16 yapisal anomali sayilmustir. Gruba ait aynntidi degerler Cizelge 4.3’de

verilmistir.
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Cizelge 4.3 : 25 TUKg bw.’lik vit A doz grubunda gbzlenen yapisal

anomalilerin say1 ve cesitleri.

Vit Ass YAPISAL ANOMALILER
Z |5E o | M 2
¥ |25 & — = | = | 7| B Z
= n S K | IK =
VA,/Q | 100 | 1 1] - - - 2 - 3
VA, | 100 | - 3 - - - 1 - 4
VA;/Qs | 100 | 1 1] - - - - - 1
VA3 | 100 | - 2 | - - - 1 - 3
VA/Js | 100 | - 1| - - - 1 - 2
VA./ds | 100 | 1 2 | - - - 1 - 3
Toplam | 600 10 ‘ 6 16

4.3 Vit Ay grubuna ait bulgular

Bu gruptaki yapisal anomalilerin kontrol grubuna oranla arttif:
gozlenmistir. Gapler hari¢, 20 K ve ( AF g6zlenmis, toplam 28 yapisal anomali
sayilmigtr,

Cizelge 4.4 : 70 IU/Kg bw.lik vit A doz grubunda gozlenen yapisal

anomalilerin say1 ve ¢esitleri.

Vit Az YAPISAL ANOMALILER

2 £ E . Kirnk g

2 |58 & T Bl ¢ % B 2

= n S K |IK S
VA/Q; | 100 | 1 4 | - - - - - 4
VA#/Q, | 100 | 1 3| - - - 1 - 4
VA/Qs | 100 | - 3] - - - 2 - 5
VAn/Ss | 100 | 1 5 - - - 3 - 8
VAn/Ss | 100 | - 1] - - - 1 - 2
VA/Ss | 100 | 1 4 | - - - 1 - 5
Toplam | 600 20 8 28

49




4.4 DXR grubuna ait bulgular

Bu gruptaki yapisal anomali miktar1 ve gesitleri beklenenle uyumlu
bulunmusg ve kontrollere gére anlamli derecede artis gostermistir. Gapler haric,
140 K, 13 izokromatid tip kirik (IK), 30 exchange figiir (E), 5 triradial figiir (T),
20 AF ve 2 translokasyon kromozomu (TK) gézlenmistir. Toplam yapisal anomali
sayis1 210 sayilmis bu deger gruplar arasindaki en yiiksek degerdir. Bu grupta,
kontrol ve vit A kontrol gruplarinda goriilmeyen kompleks yapisal anomaliler

gézlenmistir.

Cizelge 4.5 : DXR 50 mg/kg b.w. doz grubunda gézlenen yapisal anomalilerin

say1 ve gesitleri.

DXRsp YAPISAL ANOMALILER

Z g8 . Kirik g

> - < =3 [ < M =

2 o O : < = =

A S K IK =
DXR/Q; | 100 2 28 | 2 7 - 4 - 41
DXR/P, | 100 1 20 | 3 %) 1 2 - 29
DXR/Q; | 100 2 21| 2 5 - 2 - 30
DXR/3, | 100 4 31| 4 8 3 5 1 52
DXR/Js | 100 1 17 { 1 4 1 3 - 26
DXR/3 | 100 1 23 1 3 - 4 1 32
Toplam | 600 140 | 13 30 5 20 2 210

4.5 Vit Az5+DXRsp grubuna ait bulgular

Bu gruptaki yapisal anomalilerin DXR grubuna gére sayisal olarak
azaldif1 gézlenmistir. Bu grupta 81 K, 13 E, 9 AF ve 1 TK sayilmistir. Toplam
Anomali DXR grubundan anlamli derecede diigik 104 diir. Anomalilerin grup
icersindeki dagilimu Cizelge 4.6’da ayrintili olarak verilmistir. Cizelge igersindeki

Gy, Vit Aps+DXRso kombine dozun kisaltmasidir.




4.4 DXR grubuna ait bulgular

Bu gruptaki yapisal anomali miktar1 ve cesitleri beklenenle uyumlu
bulunmus ve kontrollere gére anlamli derecede artis gostermistir. Gapler harig,
140 K, 13 izokromatid tip kirik (IK), 30 exchange figiir (E), 5 triradial figiir (T),
20 AF ve 2 translokasyon kromozomu (TK) gézlenmistir. Toplam yapisal anomali
sayis1 210 sayilmig bu deger gruplar arasindaki en yiiksek degerdir. Bu grupta,
kontrol ve vit A kontrol gruplarinda goriilmeyen kompleks yapisal anomaliler

gbzlenmigtir.

Cizelge 4.5 : DXR 50 mg/kg b.w. doz grubunda gézlenen yapisal anomalilerin

say1 ve ¢esitleri.

DXRsp YAPISAL ANOMALILER

> g 8 N Kirik E

R I v T T - S A -T

= ©n s K |IK =
DXR/Q; {100 2 28 | 2 7 - 4 - 41
DXR/Q, | 100 1 20 3 3 1 2 - 29
DXR/Q; | 100 2 21| 2 5 - 2 - 30
DXR/J4 | 100 4 31| 4 8 3 5 1 52
DXR/@ s | 100 1 17 | 1 4 1 3 - 26
DXR/J¢ | 100 1 23| 1 3 - 4 1 32
Toplam | 600 140} 13 30 5 20 2 210

4.5 Vit A;5tDXRsp grubuna ait bulgular
Bu gruptaki yapisal anomalilerin DXR grubuna gére sayisal olarak

azaldig1 gozlenmistir. Bu grupta 81 K, 13 E, 9 AF ve 1 TK sayilnustir. Toplam
Anomali DXR grubundan anlamli derecede diisiitk 104 diir. Anomalilerin grup
icersindeki dagilimi Cizelge 4.6’da ayrintili olarak verilmigtir. Cizelge igersindeki
Gy, Vit Az57DXR 50 kombine dozun kisaltmasidir.
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Cizelge 4.6 : VAys + DXRso’lik kombine doz grubunda gozlenen yapisal

anomalilerin say1 ve ¢esitleri.

VAjzs5+ DXRsg YAPISAL ANOMALILER
z = 3 . Kink £
> = & ® =) - = % =
2 o O . < E 3
2 wn S K I IK =
G/9, 100 2 12 ) - - - 1 - 13
GyQ, (1001 1 |14] -] 3 ; 1 ; 18
G/93 100 2 11 { - 1 - 2 - 14
G/3, 100 1 9 - 4 - 1 - 14
G/3s 100 1 14 | - 1 - 1 - 16
G/38s 100 4 21 ) - 4 - 3 1 29
Toplam | 600 81 13 9 1 104

4.6 Vit A7;+DXRsy grubuna ait bulgular

Bu grupta 101 K, 3 IK, 21 E, 1 T, 10 AF sayilmus, toplam olarak 136
yapisal anomali gozlenmistir. Bu gruptaki anomalilerde DXR grubuna oranla
diisiik gbzlenmistir.

Cizelge 4.7 : VA7 + DXRso’lik kombine doz grubunda gézlenen yapisal

anomalilerin say1 ve gesitleri.

VA7 + DXRs YAPISAL ANOMALILER
> = 3 Kink g
e — ‘E:‘ % 25| = P 4 =
2 x5 O - < = &
) n > K | IK =
G/ 100 1 15 - 2 - 1 - 18
Gy, (100 1 18] - 4 - - - 22
G/9s [100| 3 |19 - 5 - 4 - 28
G/ 100 - 121 3 - 2 - 18
G»/3s 100 1 16 | - 3 - 1 - 20
GJ/3s | 100] 2 |21 2 4 1 2 - 30
Toplam | 600 101 3 21 1 10 136
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4.7 Tiim deney gruplarina ait toplam bulgular

Tiim gruplardaki yapisal anomaliler ve bunlarin toplamlari Cizelge 4.8°de

verilmistir. Ayrica bu gizelgede gruplara ait % MI degerleri de belirtilmistir.

MI’in DXR uygulanan gruplarda diistiigii ve bu diisiise kombine vit A gruplarinda

da engel olunamadig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.8 : Tiim gruplarin, Ml ve toplam anomalileri.

o= :\; N Kirik §
=v | = <) N _
O |'$ K |IK S
Kontrol | 3,6 4 8 - - - 2 - 10
VitA,s | 3,4 3 10 | - - - 6 - 16
VitA, | 3,1 5 20 | - - - 8 - 28
DXRs | 1,3 16 (140 13 30 5 20 2 210
Vit Ays+ | 1,7 11 81| - 13 - 9 1 104
DXRsy
Vit A+ | 1,4 8 101} 3 21 1 10 - 136
DXRsp
Toplam | - 47 |{360| 16 64 6 55 3 504

Ayrica biitiin gruplara ait yapisal anomalilerin ortalamalart ve standart

sapmalar1 (SD) Cizelge 4.9’da verilmistir. DXR grubu ile kombine dozlar

arasindaki farklar burada da agikca gﬁzlenebilmektedir.

Cizelge 4.9 : Yapisal anomaliler ortalamas1 = SD degerleri

Grup K iK E T AF TK TAO
Kontrol 1,3320,52 0,00 0,00 0,00 10,3310,52 0,00 1,67+1,03
VA, 1,67+0,82 0,00 0,00 0,00 | 1,00+0,63 0,00{ 2,67+1,03
VA 3,33+1,37 0,00 0,00 0,00 1,33+1,03 0,00 4,67+1,97
DXR 23,33£5,24(2,17£1,17 5,00£2,10 ) 0,67£1,21 | 3,33+1,21 | 0,33+0,52 | 35,00+£9,76
VA,s+DXR 13,50+4,14 0,002,17+£1,72 0,00 1,50+0,8410,17+0,41 | 17,33+5,99
VA,+DXR 16,83%3,1910,50+0,84 | 3,50+1,05 | 0,17+0,41 | 1,67+1,37 0,00 ]22,67+£5,16




4.8 Mikroskop goriintiileri

Gozlenen yapisal anomalilere ait mikroskop goriintiilerinden ornekler
agagidaki sekillerde verilmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de herhangi bir yapisal
anomali bulunmamaktadir ve bu gériintiiler kontrol gruplarindan elde edilmis tam

figiirlerdir. Diger figiirlerle ilgili agiklama sekillerin altlarinda belirtilmisgtir.

Sekil 4.1 : Herhangi bir anomali bulunmayan tam bir kromozom plagr.



Sekil 4.3 : Translokasyon kromozomu.
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Sekil 4.5 : Triradial figiir.
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R

Triradial figure

Sekil 4.7 : Kurik ve delesyon.
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Izokromatid
kirik

Sekil 4.9 : Kirik ve gap anomalileri.
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Sekil 4.11 : Kurik ve exchange figiir.
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Sekil 4.12 : Kromatid tip kirik.

Sekil 4.13 : Triradial figfir.
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Sekil 4.15 : Kurik ve asentrik fragment.
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Sekil 4.16 : Exchange figiir ve kirik.
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5. TARTISMA

Kanser kemoterapisinde genis bir kullamimi olan ve serbest radikal
tireticisi oldugu bilinen DXR, lipit peroksidasyonunu artirmakta ve kromozomal
hasarlara yol agmaktadir. Lipit peroksidasyon iiriinleri makromolekiillere
ozellikle DNA’ya biiyiik hasar vermektedir. Ayrica kromozomal diizeyde de
yapisal anomalilere yol agtif1 pek ¢ok arastirmada gsterilmistir ( Au and Hsu,
1980; Larramendy, 1980; Antunes and Takahashi, 1998, Antunes et al, 1999).

Antioksidanlarin, oksidatif {irlin veren antineoplastiklere karsi koruyucu
etkisinin oldugu ise 6zellikle son on yil iginde yapilan pek ¢ok calisma ile
gosterilmigtir (Pascoe and Reed, 1987; Amara-Mokrane et al, 1996; Antunes and
Takahashi, 1998; Giri et al, 1998; Antunes et al, 1999; Antunes et al, 2000; Nefic,
2001).

Vitamin C ve E gibi vit A’'nin da antioksidan 6zellige sahip oldugu,
peroksidasyon firtinlerini azalttigi (Ciaccio et al, 1993) veya antineoplastik
ilaglara adjuvant etki gosterdigi (Ciaccio et al, 1994) iizerine pek ¢ok tartisma ve
¢alisma devam etmektedir.

Ozellikle in vitro yapilan galigmalar vit A’nin peroksidasyon liriinlerinin
zarar verici etkisini azaltici yonde etki yaptiZim gtistermistif (Ciaccio et al, 1993).
Yine vit A ile yapilan bir in vivo ¢aligmada, vit A’nin DXR’nin indiikledigi
kardiyotoksisiteyi anlamli derecede azalttig: belirtilmistir (Tesariore et al, 1994).

Dogal metabolizmanin yan tirtinleri olan serbest radikaller hiicrede yogun
olarak tiretilmekte olup (Fehrenbach and Northoff, 2001), enzimler ve dogal
antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilmektedir.

Vit A’min ise bir antioksidan olarak serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasinda rol oynadig1, antineoplastik, radyasyon ve lipit peroksidasyonuna
dayal1 pek ¢ok galisma ile gdsterilmistir ( Ciaccio et al, 1993; Ciaccio et al, 1994;
Tesoriere et al, 1994; Badr et al, 1998).

DXR’in olusturdugu kromozomal hasarlara karsi vit A’min in vivo
koruyucu etkisi ilk kez bu arastirmada ¢alisilmistir. Calismamiz da elde edilen
bulgular One Way-ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma yontemleri ile

istatistiksel olarak yorumlanmistir. Buna gére;
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1. One Way-ANOVA testi ile yapisal kromozom anomalilerinin gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlili§ina bakilmis ve kromatid tipi kirik, izokromatid
tipi kink, exchange figiir, asentrik fragment ve toplam yapisal anomali
ortalamalarinda gruplar arasinda hem %5°1ik hem de %0.1°lik seviyede anlamlilik
bulunmustur (p< 0,05 ve p< 0,001). Bu sonuglar sik rastlanan kirik, exchange ve
asentrik fragment gibi anomalilerin kontrol, vit A ve deney gruplar1 arasinda
onemli derecede farkli oldugunu gostermektedir. ANOVA testinin degerleri

Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 : Incelenen her anomali cinsinin One Way—ANOVA testine gore

gruplar aras: anlamliliklar1 ( Tablo igindeki kisaltmalar, kisaltmalar dizininde

verilmistir).
Kareler Toplami || df || Ortalama Karel] F P

Gruplar arasi ||2554,333 5 [1510,867 53,277 | 0,000(#)
K Gruplar ici 287,667 30 19,589

Toplam 2842,000 35

Gruplar arasi [|22,556 5 [|4,511 13,097 || 0,000(#)
IK || Gruplar ici 10,333 30 (10,344

Toplam 32,889 35

Gruplar aras: || 137,889 5 127,578 19,543 | 0,000(#)
E Gruplar ici 42,333 301,411

Toplam 180,222 35

Gruplar aras: [|2,139 5 10,428 1,571 10,198
T Gruplar ici 8,167 300,272

Toplam 10,306 135

Gruplar aras: ||30,139 5 16,028 6,272 {10,000(#)
AF  ||Gruplarici 128,833 300,961

Toplam 58,972 35

Gruplar aras ||,583 5 10,117 1,615 0,186
TK (| Gruplarici ||2,167 30110,0722

Toplam 2,750 35

Gruplar arasi || 5369,333 5 |11073,867 39,352 {1 0,000(#)
TAO || Gruplarici 818,667 3010127,289

Toplam 6188,000 35

# p<0,001



2. Tukey coklu kargilagtirma testine gore kromatid tipi kiriklar kontrol grubu ile
DXR, VA3s+DXR ve VA7;+DXR gruplan arasinda %0,] seviyesinde anlamli
iken VAjs ve VA7 gruplan arasinda herhangi bir farklilik gdstermemektedir.
Aym sekilde VA5 grubu ile DXR, VA»s+DXR ve VA7+DXR gruplari arasinda
%0,1’lik seviyede Onemli iken VAj grubu ile herhangi bir fark
gostermemektedir. VA7 grubu da VAjs grubu gibi DXR, VAy+DXR ve
VA7+DXR gruplar ile %0,1 seviyesinde anlamlidir. DXR grubu ise VA,s+DXR
grubu ile %0,1°lik seviyede, VA7+DXR grubu ile %5°lik seviyede anlamli
bulunmugtur. Bu durum vit A'min DXR’nin olusturdugu kromatid tipi yapisal
anomalileri azalttigini gostermektedir. VAys+DXR grubu ile VA7+DXR grubu
arasinda bir anlamlillk g6zlenmemigtir. Tukey c¢oklu karsilastirma testinin

sonuglar1 Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2 : Tukey coklu karsilastirma yOntemine gore kromatid tipi kiriklarin

gruplara gore anlamliliklar1.
Il)?ggi;lr(l:; (D Grup (J) Grup Ortalama Farki (I-J) P
VAjs -0,3333 1,000
VAz -2,0000 0,870
Kontrol DXR -22,0000 0,000(#)
VA,s+DXR  |[-12,1667 0,000(#)
VA+DXR  |[-15,5000 0,000()
VA7 -1,6667 0,935
Kromatid Tioi VAs DXR -21,6667 0,000(#)
Kok P : VA,tDXR__|[-11,8333 0,000(#)
VA+DXR ||-15,1667 0,000(%)
DXR -20,0000 0,000(#)
VAg VA,+DXR  {-10,1667 0,000(#)
VA+DXR |-13,5000 0,000(%)
DXR VA,s+DXR ||9,8333 0,000(#)
VA,+DXR | 6,5000 0,012(*)
VA,-+DXR  ||VA+DXR |[-3,3333 0,442

# p<0,001 ve * p<0,05
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3. Tukey coklu karsilagtirma testine gore izokromatid tipi kiriklar, DXR grubu
hari¢ diger tiim gruplar arasinda higbir anlamlilik géstermez iken; DXR grubu
tiim gruplarla p<0,001 seviyesinde anlamlilik gostermektedir. Bu sonuglar
DXR’nin olusturdugu izokromatid tipi kirik igin vit A’nin her iki dozununda
koruyucu etki yaptigin1 gOstermektedir. Tukey ¢oklu karsilastirma testinin

sonuglan Cizelge 5.3’de verilmigtir.

Cizelge 5.3 : Tukey ¢oklu karsilastirma yontemine gére izokromatid tipi kiriklarin

gruplara gore anlamliliklar:.
l?e%gi?l?::l (D Grup (J) Grup Ortalama Farki (I-J) P
VA;s 0,0000 1,000
VAp 0,0000 1,000
Kontrol DXR 22,1667 0,000(#)
VA,s#DXR 10,0000 1,000
VA+DXR _ [-0,5000 0,682
VAn 0,0000 1,000
fokromatid Tio VA DXR -2,1667 0,000(%)
Kﬁq k"ma 16 Lap | s VA,s+DXR 10,0000 1,000
VA»+DXR 1-0,5000 0,682
DXR -2,1667 0,000(#)
VA VA,s+DXR 10,0000 1,000
VA;o+DXR [1-0,5000 0,682
xR VA,tDXR  ||2,1667 0,000(%)
VA,*DXR || 1,6667 0,000(%)
VA+DXR | VA+DXR ||-0,5000 0,682
# p<0,001

4. Exchange figiir icin elde edilen degerler Tukey goklu kargilastirma testine gore
kargilastirildiginda kontrol grubu ile VAys ve VAyg gruplar digindaki tiim gruplar
arasinda anlamlilik bulunmustur. VA;s ve VA gruplarimn her birisi ile DXR,
VA;5+DXR ve VA7+DXR gruplar arasinda exchange figiir bakimindan farklilik
gdzlenmistir. DXR grubu ile VAjs grubu arasinda anlamlilik var iken VA grubu
ile arasinda bir anlamli azalma gozlenmemigstir. Vit A ile DXR’nin kombine
verildigi dozlar arasinda da bir anlamlilik yoktur. Bu anomali bakimindan Tukey

¢oklu karsilastirma testinin sonuglart Cizelge 5.4°de verilmistir.
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Cizelge 5.4 : Tukey coklu karsilastirma yontemine gore exchange tipi anomalile-

rin gruplara gore anlamliliklari.

liailg.;‘l’(‘; (@ Grup [|(§)Grup || Ortalama Farki (I-J) p
VAss 0,0000 1,000
(VAR 0,0000 1,000
Kontrol  [[DXR -5,0000 0,000(%)
[Va+DXR [-2,1667 0,038(%)
[VA,+DXR_|[-3,5000 0,000(%)
VAn 0,0000 1,000
VA DXR -5,0000 0,000(%)
Exchange 5 VA,s+DXR [[-2,1667 0,038(%)
[vA+DXR |[-3,5000 0,000(#)
DXR -5,0000 0,000(#)
VAs VA,+DXR _||-2,1667 0,038(*
[VA,+DXR_ ||-3,5000 0,000(#
DXR VA-DXR |[2,8333 0,003(%)
VA,+DXR ] 1,5000 0,273
VA;s#DXR || VA7+DXR |[1-1,3333 0,397
* p<0,05 ve # p<0,001

5. Triradial figiir bakimindan gruplar arasinda anlamlili§a rastlaniimamistir. Bu

anomali agisindan istatistiksel sonuglar Cizelge 5.4’de verilmigtir

Cizelge 5.5 : Tukey ¢oklu karsilagtirma yontemine gore triradial figiirlerin

gruplara gére anlamhliklar.
Ig‘:égi;rlggl (D) Grup (J) Grup Ortalama Farki (I-J) | P
VA 0,0000 1,000
VAqg 0,0000 1,000
Kontrol DXR -0,6667 0,262
VA,s+DXR 10,0000 1,000
VAtDXR_|[-0,1667 0,993
VAz 0,0000 1,000
VA DXR -0.6667 0,262
Triradial Figiir | VAs+tDXR 10,0000 1,000
[VA+DXR_ |[-0,1667 0,993
DXR -0,6667 0,262
\Z.% | VA,stDXR 0,0000 1,000
[VA,+DXR__|[-0.1667 0.993
DXR LVA;s+DXR 0.6667 0.262
VAx+DXR | 0.5000 0,567
VA2_5+DXR VA.,+DXR -0.1667 0.993
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6. Asentrik fragmentler Tukey coklu karsilagtirma testi ile gruplar arasinda
degerlendirildiginde ise VA70+DXR grubu hari¢ diger tiim gruplar ile DXR
grubu arasinda anlamli farklar bulunmugstur. Bu durum asentrik fragment
acisindan vit A’mn 25 IU’lik dozunun DXR'’nin etkisini azaltici yonde etki

yaptigimn gostergesidir. Bu gruba ait sonuglar Cizelge 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.6 : Tukey coklu karsilagtirma y6ntemine gére asentrik fragmentlerin

gruplara gére anlamliliklar.
| Bagimli Degisken || () Grup (J) Grup Ortalama Farki (I-J) P
_— VAss -0,6667 0,844
VAz -1,0000 0,501
Kontrol DXR -3,0000 0,000(%)
VA,s+DXR  ||-1,1667 0,334
VA,+DXR  1-1,3333 0,204
VAz -0,3333 0,991
\ DXR 22,3333 0,003(*)
Asentrik VA VAsDXR_ ||-0,5000 0,048
Fragment
VA+DXR [[-0,6667 0,844
DXR -2,0000 0,015(*)
VAz VA,s+DXR  [1-0,1667 1,000
VA;+DXR 10,3333 0,991
VA,tDXR || 1,8333 0,032(%)
DXR
VA+DXR | 1,6667 0,062
VA;stDXR || VA4+DXR  ||-0,1667 1,000
* p<0,05 ve # p<0,001

7. Translokasyon kromozomu agisindan elde edilen gruplara ait degerler Tukey
coklu karsilagtirma testi ile irdelendiginde, tiim gruplarin birbiri ile anlamlt bir
iligki gbstermedigi gézlenmis olup; bunun nedeni gruplarda bu anomali sayisinin
olduk¢a diisiik olmasidir. Bu anomaliye ait istatistiksel degerlendirme Cizelge

5.7°de verilmistir.
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Cizelge 5.7 : Tukey ¢oklu kargilastirma yontemine gore translokasyon kromo-

zomu tipi anomalilerin gruplara gére anlamliliklar:.

]?ei;;gi;lll(l:; (D) Grup (J) Grup Ortalama Farki (I-J) | P
VA, 0,0000 1,000
VAq 0,0000 1,000
Kontrol DXR -0,3333 0,291
VA,stDXR ||-0,1667 0,888
VA,+DXR 0,0000 1,000
VAq 0,0000 1,000
DXR 20,3333 0,291
Translokasyon ) VAs VADXR _||-0,1667 0,888
Kromozomu
VA;+DXR [10,0000 1,000
DXR -0,3333 0,291
VAxn VA;+DXR  |[-0,1667 0,888
VA,+DXR 10,0000 1,000
VA;s+DXR 10,1667 0,888
DXR
VA,+DXR 10,3333 0,291
VA;s+DXR VA4+DXR 0,1667 0,888

8. Gruplardan elde edilen tiim yapisal anomalilere ait toplam degerler (gapler
hari¢) istatistiksel olarak test edildiginde, kontrol grubu pekgok anomalide
gorildigii gibi VAzs ve VAgg hari¢ dier gruplarla %0,1°lik seviyede anlamlilik
gostermistir. Hem VAss hem de VA gruplart DXR, VA35+DXR ve VA7p+DXR
gruplan ile istatistiksel olarak anlamlilik géstermistir. DXR grubu ise VA7+DXR
grubu ile %0,1’lik seviyede anlaml iken, VA7+DXR grubu ile %5’lik seviyede
istatistiksel anlama sahiptir. Bu sonugta gostermektedir ki 25 IU’lik vit A dozu
tiim anomaliler g6z oniine alindiginda DXR’in olusturdugu yapisal kromozomal
hasarlara kars1 70 IU’lik dozdan daha fazla koruyucu bir etki gostermistir. Toplam

anomalilere ait istatistiksel degerlendirme Cizelge 5.8’de verilmistir.
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Cizelge 5.8 : Tukey ¢oklu kargilasirma yontemine gére toplam anomali

ortalamalarinin gruplara gore anlamliliklar:

]?ez;'ggi;?{l::l (D Grup (J) Grup Ortalama Fark (I-)) P
VA -1,0000 0,999
VAq -3,0000 0,916
Kontrol DXR -33,3333 0,000(#)
VA+DXR ||-15,6667 0,000(%)
VAtDXR [f-21,0000 0,000(#)
VAq -2,0000 0,985
Toplam VAL DXR -32,3333 0,000(%)
Anomali VA,s+DXR  ||-14,6667 0,000(#)
Ortalamasi VA+DXR 11-20,0000 0,000(#)
DXR -30,3333 0,000(#)
VAq VA;tDXR  §-12,6667 0,003(*)
VAxtDXR |-18,0000 0,000(%)
DXR VAs*DXR || 17,6667 0,000(%)
VA»+DXR ||12,3333 0,004(*)
VA;tDXR | VA,tDXR  1-5,3333 0,500
* p<0,05 ve # p<0,001

Bu g¢alismada DXR uygulamast i¢in intraperitonel yol tercih edilmistir.
Ciinkii bu yol, test edilecek ajana kemik iligi hiicrelerinin maruz kalmasmi
saglayan literatiirce Onerilen uygulamadir (Antunes et al, 1998). Bu yolla
viicuttaki hemen hemen tlim organ sistemleri kemoteropatikten etkilenmesine
ragmen, Ozellikle kemik iligi ve gastrointestinal mukoza ¢ok daha duyarlidir
(Morelli et al, 1996).

Akut tek doz DXR uygulamasindan 12 ile 24 saat sonra rodentlerde
kromozom hasarlarimin frekansimin maksimum seviyeye yiikseldigi daha &nce
yapilan pek ¢ok calismada ortaya konmustur ( Au and Hsu, 1980; Larramendy et
al, 1980, Antunes et al, 1998). Ayrica si¢an periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde tek
doz DXR uygulamasindan 24 saat sonra kromozomal aberasyon frekansinin
yiikseldigi Roselli ve ark. tarafindan gosterilmistir (Roselli et al, 1990). Bizim
calismamizda da literatlire uygun olarak, akut tek doz DXR uygulamasindan 24
saat sonra yapisal kromozom hasarlarinin  maksimum noktaya ulastig:

gézlenmistir.
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DXR uygulanan gruplarda mitotik indeksin (M) ise baskilandig
calismamizda g6zlenmistir (Cizelge 4.8). Bu baskilanma vit A+DXR kombine
dozlarinda ¢ok az yiikselis gostermekle beraber higbir zaman kontrol ve vitamin
gruplanindaki MI degerlerine ulagmamstir. Bu baskilanma kemik iligi hiicreleri
tizerine DXR’nin sitotoksik etkisi ile iligkili olup, benzer sonuglar farklr
antioksidanlarla organize edilen bir ¢ok arastirmada ortaya konmustur (Au and
Hsu, 1980, Antunes et al, 1998).

Istatistiksel degerlendirmesi yukarida yapilan c¢aligmamizda, vit A’nin
diisiik olan dozunda (25 IU’kg b.w.) DXR’nin indiikledigi yapisal hasarlari
anlamli derecede diistirdigi bulunmustur. Klastojenik ajan olarak gamma
radyasyonunun kullamldig1 Badr ve ark. tarafindan insan lenfosit kiiltiirlerinde
gergeklestirilen in vitro ¢alismada vit A’min farkli dozlar1 koruyucu ajan olarak
denenmistir (Badr et al, 1998). Adi gecen ¢aliymada 2 pg olarak verilen en diistik
vit A dozu, 8 ve 24 pg’lik dozlara gére ¢ok daha anlamli koruyucu etki yaptig:
gozlenmistir. Kombine gruplarda, vit A dozu arttikga yapisal anomalileri artirict
etki gosterdigi, hatta en yiksek vit A dozunun (24 pg) yalmz radyasyon
uygulanan gruptan daha yliksek sayida kromozomal hasar olusturdugu tespit
edilmistir. Vit A’min yiiksek dozlarimin teratojenik etki yaptiga Rothman ve ark.
tarafindan belirtilmistir (Rothman et al, 1995). Bunun yan: sira yiliksek dozlarda
verilen vit A’nin toksisiteyi artirmasinin yam sira koruyucu roliinde de yavaslama
olabilecegi bildirilmistir (Badr et al, 1998). Bunun sonucunda, ylksek vit A
dozlarinin hiicre yap: ve fonksiyonunun oksidatif bozulmasim artirdig literatiirde
bildirilmistir (Kazuo et al, 1984; Gloriay et al, 1985, Badr et al, 1998).

Karsinogenesis iizerine retinoliin inhibit6r etkisinin doku spesifik oldugu
ve embriyonik kokeniyle iligkili oldugu savunulmaktadir. Hiicre farklilagmasinda
vit A diizenleyici rolii, ektodermal ve endodermal orijinli epitel tizerine olup;
bdylece mezensimal hiicrelerin fenotipik farklilasmasinin baglamasina yol
acmaktadir (Badr et al, 1998).

Bu arastirma ve Badr ve ark. tarafindan yapilan benzer ¢alisma, vit A’nin
bir antikarsinojen gibi DNA’nin korunmasindaki rolii ve mutajenesise neden olan
mekanizmasinin altinda yatan birgok soruyu giindeme getirmektedir. Ciinki vit A

hiicresel seviyede konsantrasyona bagli olarak bifazik bir rol oynamaktadir ve bu
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rol zamana bagl olabilir. Ileride organize edilecek galigmalarla vit A’nin hem
koruyucu rolii hem de mutajenik etkiyi indiikleyen mekanizmasinin tartigilmasi
gerekmektektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antikanser ilaglarmn bilylik bir ¢ogunlugu son derece sitotoksik olup
¢ogu mutajeniktir. DXR, insan neoplasmalarina karsi etkili bir sekilde genis
olarak kullanilan bir antikanser ilacidir. Bununla birlikte mutajenik ve
kanserojenik olup, siddetli kromozom hasarlan meydana getirdigi iyi
bilinmektedir.

Ozellikle A, C ve E vitamini gibi pek gok ajarun antineoplastiklerin
olusturdugu kromozom hasarlarina kars1 hiicreleri korudugu pek ¢ok calisma ile
gosterilmistir.

Bu ¢alismada DXR’nin olusturdugu yapisal kromozom hasarlarina kars:
vitamin A’mn koruyucu etkisinin aragtirilmas: planlanmigtir. Yapilan in vivo
deneyler sonucunda vitamin A'nin 25 [U’lik dozunun diger doz olan 70 IU’lik
doza gore hiicreleri DXR’nin olusturdugu kromozom aberasyonlarina kars1 daha
iyi korudugu gosterilmistir.

Terapide olduk¢a dikkatli davramilmasi gereken antineoplastiklerin
uygulamas: sirasmnda sik¢a kullanilan vitamin destegi, doz ve zaman ayarlanarak
uygun sekilde verilmedigi taktirde, antineoplastiklerin yan etkilerine benzer
istenmeyen durumlara neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada da ortaya ¢iktifn gibi bifazik bir etki mekanizmasi olan
vitamin A’nin bir antikarsinojen gibi DNA’min korunmasindaki rolii ve
mutajenesise neden olan mekanizmasimin altinda yatan birgok soru ileride

yapilacak ¢aligmalarla aydinlatilmasi gerekmektedir.
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