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OZET

AZASERIN-SICAN MODELINDE ASETILSALISILIK ASITIN EKZOKRIN
PANKREAS ASINAR HUCRELERI UZERINDEKI ETKISININ VE SERBEST iLE
PROTEINE BAGLI TIYOL DEGERLERININ ARASTIRILMASI

Kanser, ¢agimizda insan hayatin1 biiyilk Olgiide tehdit eden Onemli bir
hastaliktir. Kanserin olusumu, yayilmasi ve dnlenmesi i¢in bir¢ok deneysel, klinik ve
epidemiyolojik arastirmalar yapilmistir. Onceden yapilmis ¢alismalarda asetilsalisilik
asitin gastrointestinal sistemdeki neoplastik degisimler {izerinde kimyasal koruyucu
etkilerinin varolabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda azaserin sigan-modelinde asetilsalisilik asitin (ASA), ekzokrin
pankreas ve serbest —SH ile proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 {izerindeki etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Azaserin uygulamasmin neden oldugu kanserogenesizin
hiicresel siilfidril igeriklerinin degisip degismedigi ve/veya ASA uygulamasi sonucu
hiicresel siilfidril iceriginin 6nemli bir sekilde etkilenip etkilenmedigini ortaya ¢ikarmak
icin ASA ve azaserin uygulanmis si¢anlarda serbest —SH ile proteine bagli —SH
degerlerinin degisimleri saptanmistir.

Azaserin enjekte edilmis siganlarda asetilsalisilik asitin diisiik (200 ppm) ve
yiiksek (400 ppm) dozajlarmin kisa (6 ay) ve uzun (12 ay) stireli etkileri incelenmistir.
Azaserin-sican modelinde olusturulan pankreatik atipik asinar hiicre fokus (AAHF)
miktar, hacim ve cgaplarinda, asetilsalisilik asit uygulamasi sonucunda bir azalma
meydana geldigi gorilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore ortalama fokus caplar1 (mm) 6 aylik periyotta su
sekildedir; azaserin (0,164 + 0,002), azaserin ASA200 ppm (0,135 + 0,004) azaserin
ASA 400 ppm (0,149 + 0,007), aym1 parametredeki degerler 12 aylik periyotta su
sekildedir; azaserin (0,252 + 0,020), azaserin ASA200 ppm (0,197 + 0,022) azaserin
ASA 400 ppm (0,154 + 0,016).

-SH igerigindeki degisimler karaciger, pankreas ve bobrekte belirlenmistir.
Diger dokular ile karsilastirildig1 zaman karacigerin en yiiksek serbest ve proteine bagl
-SH degerlerini igerdigi gézlendi.

Elde ettigimiz histolojik ve biyokimyasal bulgular yapilan onceki ¢alismalar1
destekler niteliktedir. Sonu¢ olarak asetilsalisilik asitin, azaserin-sican modelinde
ekzokrin pankreas asinar hiicrelerinde meydana getirilen neoplastik degisimler {izerinde
onleyici etkisi oldugunu 6ne stirmek miimkiin goriinmektedir.

2010, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Azaserin, Asetilsalisilik asit, AAHF, Tiyoller



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ACETYLSALICYLIC ACID ON THE
EXOCRIN PANCREATIC ACINAR CELLS AND ON THE FREE AND PROTEIN
BOUND THIOL LEVELS IN RATS TREATED WITH AZASERINE

Cancer is a significant disease which threatens the lives of people in this century.
A significant number of experimental, clinical, and epidemiological investigations were
carried out concerning the initation, and propogation of cancer. In previous studies it
was indicated that there might be a protective effect of acetylsalicylic acid (ASA) on
neoplastic changes in the gastrointestinal systems.

The aim of this study was to investigate the effects ASA on the exocrin
pancreatic acinar cells in rats treated with azaserine. The changes in free- and protein
bound-SH levels were also determined in ASA and azaserine exposed rats to find out if
cellular sulfhydryl contents change significantly during azaserine induced
carcinogenesis and/or ASA treatment significantly effects the cellular sulfthydryl
content.

We investigated the effects low (200 ppm) and high (400 ppm) dosage of ASA
on rats treated with azaserine in short ( 6 months) and long (12 months) term periods.
Results have shown that the number of pancreatic atypical acinar cell foci, the diameter
and the volume decreases with application of ASA on the azaserine-rat model.

According to the results the mean foci diameters (mm) in 6 months period were
as the following; azaserine (0,164 + 0,002), azaserine ASA200 ppm (0,135 + 0,004)
azaserine ASA 400 ppm (0,149 + 0,007). The values for the same parameter obtained
over the 12 months period were as the following; azaserine (0,252 + 0,020), azaserine
ASA 200 ppm (0,197 £+ 0,022) azaserine ASA 400 ppm (0,154 + 0,016).

Changes in sulfhydryl contents were determined in the liver, the pancreas and in
the kidney. It was observed that the liver contained the highest free and protein bound
—SH levels compared to other tissues.

Histological and Biochemical findings which we obtained in our study are in
accord with the previous studies. In conclusion, it is possible to suggest that ASA might
be chemopreventive agent for pancreatic neoplastic development.

2010, 82 pages

Key Words: Azaserine, Acetylsalicylic Acid, AACF, Thiols
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi

AAHF
AACN
ASA
Az6

Asp206
As406
AzAs206
AzAs406
Az12
As212
As41?2
AzAs212
AzAs412

COX
DMBA
DMH
DTNB
FAR
GSH
GSH-Px
GSSG
GSSG -Rd
HXE
Kon6

Kon12

NAC
NSAIi

PG
SOD
-SH
TCA
TBARS
ROS

: Atipik asinar hiicre fokusu (Atipical acinar cell foci, AACF)

: Atipik asinar hiicre nodiili

:Asetilsalisilik asit (Aspirin)

:Azaserin uygulanan ve 6 ay deney siiresine sahip deney hayvanlarina ait
grup

:Yalnizca 200 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 6 ay deney siiresine sahip
deney hayvanlarina ait grup

:Yalnizca, 400 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 6 ay deney siiresine
sahip deney hayvanlarina ait grup

:Azaserin uygulanan, 200 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 6 ay deney
stiresine sahip deney hayvanlarina ait grup

:Azaserin uygulanan, 400 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 6 ay deney
stiresine sahip deney hayvanlarina ait grup

:Azaserin uygulanan ve 6 ay deney sliresine sahip deney hayvanlarma ait
grup

:Yalnizca 200 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 12 ay deney siiresine
sahip deney hayvanlarma ait grup

:Yalnizca 400 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 12 ay deney siiresine
sahip deney hayvanlarma ait grup

:Azaserin uygulanan, 200 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 12 ay deney
stiresine sahip deney hayvanlarina ait grup

:Azaserin uygulanan, 400 ppm asetilsalisilik asit verilen ve 12 ay deney
stiresine sahip deney hayvanlarina ait grup

:Siklooksigenaz- 1 Siklooksigenaz- 2

: 7,12-dimethylbenz[ a]Janthracene

: 1,2-dimethylhydrazine

:5,5-Ditiobis (2-nitrobenzoik asit)

:Formylglycinamide ribotidel

:Glutatyon

:Glutatyon peroksidaz

:Okside glutatyon

:Glutatyon rediiktaz

: Hematoksilen Eozin histoloji boyama teknigi.

:Standart sigan yemi ile beslenen ve 6 ay deney siiresine sahip deney
hayvanlarina ait grup

:Standart sican yemi ile beslenen ve 12 ay deney siiresine sahip deney
hayvanlarma ait grup

:N-asetil-L- sistein

:Steroid olmayan yangi Onleyici ilaglar (Non-Steroid Anti Inflammatory
Drugs -NSAID’s)

: Prostaglandin ve tiirevleri (Ornegin (PGE,, PGF,, PGl, ve TXA,)
:Siiperoksit dismutaz

:Tiyol grubu

‘Triklorasetik asit

:Tiobarbitiirikasitle reaksiyonlaflan maddeler

‘Reaktif oksijen tiirleri
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CiZELGELER DIZIiNi

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Alt1 ve 12 ay deney siireleri uygulanmis deney gruplarina ait siganlarin
ortalama viicut agirliklari ile pankreas, karaciger ve bobrek agirliklari
(Ortalama + Standart Sapma).

Azaserin enjeksiyonu ile meydana getirilmis AAHF’lar1 izerinde ASA’in
inhibisyon etkisinin karsilagtirilmasi amaciyla tiim gruplara ait kantitatif

fokus degerleri (Ortalama deger + standart sapma)
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uygulamasi sonucu doku hasar1 meydana gelmis lob yapilar1 (B ve C),
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AzAs406 grubu siganlarda azalan zimojen graniil sayist nedeniyle solgun
goriinlime sahip bazofilik fokus (kesikli ¢izgiler), HXE.

Sitoplazma igerisindeki azalan zimojen graniilleri, fokuslarin saglam
dokulara gore daha soluk boyanmis bir goériiniime sahip olmasini
saglamistir. AzAs212 grubuna ait bazofilik fokus (kesikli ¢izgiler), HXE.
Zimojen graniil yonden zengin, asidofilik boyanmis bir AAHF (AzAs412
grubu) (kesikli ¢izgiler), HXE.

Deney hayvanlar1 viicut agirliklari.

Deney hayvanlar1 pankreas agirliklari.

Deney hayvanlari karaciger agirhklari.

Deney hayvanlar1 bobrek agirliklari.

Karacigerde 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
serbest —SH konsantrasyon degerleri.

Karacigerde 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 degerleri.

Bobrekte 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
serbest —SH konsantrasyonlar1 degerleri.

Bobrekte 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
proteine bagli —SH konsantrasyon degerleri.

Pankreasta 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
serbest —SH konsantrasyon degerleri.

Pankreasta 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen

proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 degerleri.



1. GIRIS

Kanser, 6liim nedenleri arasinda diinyada oldugu gibi iilkemizde de yiiksek
orana sahiptir. Tirkiye’de kansere bagli Olimler, enfeksiyon hastaliklarindaki
gerilemenin de etkisiyle 1990 yilindan itibaren kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan
sonra ikinci siraya yiikselmistir (Izmirli ve ark., 2007). En sik goriilen &liim sebepleri
arasinda kanser %15'e yiikselmis ve %38 ile birinci sirada yer alan kalp ve damar
hastaliklarindan sonra en yaygin 6liim nedeni oldugu saptanmistir (Sengelen, 2002).

Yalnizca ABD'de 2009 yilinda 1.479.350 yeni kanser vakasi ve kanserden
toplam 562.340 6liimiin meydana geldigi tahmin edilmektedir (Jemal ve ark., 2009). Bu
durum {iilkemizde gbézlemlendiginde 2000 yili verilerine gore 33.419 (yiizbinde 49.29)
kanser vakasi olarak tespit edilmistir. Bu vakalardan 19.982 si erkek (ylizbinde 58.18)
13.437 si kadin (yiizbinde 40.16) bireylerde oldugu goriilmiistiir (Hamzaoglu ve Ozcan,
2005). 2006 yilinda yapilan bir baska ¢alismaya gore ise her yil diinyada 11 milyon,
Tirkiye’de ise 150 bin kisi kansere yakalanmaktadir. 2020 yilinda bu rakamlarin
yaklasik yiizde 50 oraninda artis gosterecegi tahmin edilmektedir (Anonim, 2006).
Pankreas kanseri, bat1 diinyasinda en sik gériilen besinci kanser 6liim nedenidir ve 1997
yilinda yaklasik 26.700 Amerikali’nin etkiledigi rapor edilmistir (Perugini ve ark.,
2000).

Kanser kontrol edilemeyen biiylime ve anormal gelisime sahip hiicrelerin
yayilmasi ile karakterize olan bir hastalik grubudur. Kanser hem dis (sigara, enfekte
edici organizmalar, kimyasal ve radyasyon) hem de igsel faktorler (kalitsal mutasyonlar,
hormonlar ve aktif metabolizma olaylar1 sirasinda olusabilen mutasyonlar) tarafindan
meydana getirilebilir. Bu faktorler birlikte veya kendi baslarina kanserogenezi tesvik
edebilir ya da baglatabilirler. Belirli kanserler, hepatit B viriisii (HBV), Human
Papilloma virus (HPV), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), Helicobacter pylori gibi
enfeksiy6z ajanlara baghdir.

Oksidan stresin arttig1 bilinen kanser gibi hastaliklarda, adaptif bir mekanizma
ile antioksidan enzim aktivitelerinin de arttigi gosterilmistir (Inci ve ark., 1998).
Metabolizmaya etki eden dig faktdrlerin yani sira endojen DNA hasar1 spontan

mutasyonlara katki saglamaktadir. Metillenmis DNA bazlari, DNA hasarina yol agacak



onemli bir etkide bulunabilir ve ¢ogu hiicre buna bagl olarak DNA onarim yollarini
kullanarak, metillenmis bazlar1 ortamdan uzaklastirarak hiicreleri koruyabilir. Insan
hiicrelerinde, guanin bazmin metillenmesi ile olusan Og-methylguanine (Os-meGua)
bazmin spesifik antioksidanlar tarafindan demetilasyonu sayesinde DNA hasarinin
onlendigi bilinmektedir (O'Driscoll ve ark., 1999).

Beslenme aligkanliklarinda meydana gelen hizli degisim ile pankreas ve kalin
barsak (kolon) kanserlerinin goriilme sikliklarinda gozlenen artig arasinda 6nemli bir
iliskinin olabilecegi ortaya konmustur (Oztas, 1993; Langman ve Boyle, 1998).
Epidemiyolojik caligmalar, uzun siireli aspirin (asetilsalisilik asit, ASA) kullaniminin
ozellikle kalmn barsak (kolon) kanseri olusum riskini yaklasik % 50 oraninda
azaltabilecegini ortaya koymaktadir (Elder ve ark., 1997). Yapilan deneysel ¢alismalar
steroid olmayan anti-inflammator etkiye sahip olan (NSAII) aspirinin sicanlarda kolon
kanseri olusumunu azalttigini, bunun aspirinin siklooksigenaz-2 (cyclooxygenese-2
COX-2) enziminin inhibe etkisinden kaynaklandigi sanilmaktadir (Oshima ve ark.,
1996; Kawamori ve ark., 1998). Kalin barsakta neoplastik gelisimlerin azalmasinin,
aspirinin COX enzimini asetilasyonla modifiye etmesinden kaynaklandigi One
stirtilmiistiir. Sindirim sistemine agilan bir bez olan ve kahn barsak ile ayn1 embriyonik
kokenden gelisen ekzokrin pankreas asinar hiicrelerinde deneysel olarak meydana
getirilen neoplastik degisimlerin, asetilsalisilik asit tarafindan nasil etkiledigi tam olarak
bilinmemektedir. Aspirinin ekzokrin pankreasin asinar hiicrelerinde deneysel olarak
meydana getirilen kanserogenesizde kolon kanserinde oldugu gibi herhangi bir
inhibisyona sebep olup olmadig1 da ag¢ik degildir (Rosenberg ve ark., 1991).

Kanserin tanis1 ve tedavisi ile ilgili olduk¢a fazla calisma yapilmis olmasma
ragmen ekzokrin pankreas asinar hiicrelerinde olusan neoplastik degisimler iizerinde
aspirinin inhibe edici etkileri hakkinda yapilan ¢aligmalar sinirli sayidadir (Perugini ve
ark., 2000; Langman ve ark., 2000; Kristin ve ark., 2002; Yildiz ve ark., 2008). Bu
nedenle bu ¢alisma sonucunda elde edilecek sonuglar; azaserinle muamele edilen sigan
dokularinda serbest —SH ve proteine bagli —SH miktarlarmm belirlenmesine, bu
gruplarinin  kanserogenesizde rolleri olup olmadiginin anlasilmasma ve ekzokrin
pankreas kanserinin tedavisine yonelik bilgi edinilmesine imkan taniyacaktir.

Bu c¢alismanin amaci, Longnecker ve Curphey (1975) tarafindan ilk defa

kullanilan ve bugiin oldukga iyi bilinen azaserin-sican modeli ile sican ekzokrin



pankreaslarinda deneysel olarak neoplastik degisim meydana getirmek ve bu degisimler
tizerinde asetilsalisilik asitin (ASA) neoplastik yapilarin gelisimi {izerindeki muhtemel
etkilerinin biyokimyasal ve histolojik teknikler yardimiyla arastrmaktir. Bu amaca
yonelik olarak sigan pankreaslarinda neoplastik degisimler meydana getirmek icin
sicanlara intra peritonal (i.p.) azaserin enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyonlar1 takip
eden bir aylik siiregte ekzokrin pankreasta atipik asinar hiicre fokuslarmm (AACF)
olusumu miimkiin olup, bu degisimlerin mikroskobik olarak tespit edilebildikleri
t¢clincli aydan itibaren yemlerine asetilsalisilik asit eklenerek, asetilsalisilik asitin
meydana getirilen bu neoplastik degisimler iizerindeki etkisinin ve serbest —SH ile
proteine baghh —SH gruplarina ait konsantrasyon degisimlerinin arastirilmasi

amaclanmistir.

1.1. Kanser

Latince ‘Carcinos, carcinomas = yenge¢’ anlamina gelen kanser, anormal bir
sekilde hiicre boliinmesi 1ile kendini gosteren ve hiicre bdliinmesi kontrol
mekanizmalarinin  eksikliginde veya hasarinda hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi sonucu meydana gelen hastaliktir. Sonu¢ olarak meydana gelen neoplastik
degisimler tiimor meydana getirerek bulunduklar1 doku veya organmn caligmasini
olumsuz bir sekilde etkiler (Holland ve Frei, 2003). Asil gérevini yapmaktan ¢ok stirekli
boliinerek artis gosteren ve aslinda bir gorevi olmayan bir hiicreler kitlesi olusur. Bu
hiicreler zamanla etrafindaki normal hiicreler arasina sizarak veya onlar1 Sikistirarak
biiyiimeye baslar. Olusan bu hiicre kitlesi, normal dokularin gelismesini asan, normal
dokulara uyum gostermeyen ve kendisini olusturan uyaranin yok olmasi durumunda
bile bitylimeye devam eden anormal bir yap1 olarak ortaya ¢ikar (Kumar ve ark., 2003).
Kanser terimi ise, tiim kotii huylu tiimorleri kapsayan genel bir deyimdir. Ancak her
hiicre gogalmast ile gelisen bilyiime kansere sebep olmaz. Ornegin patolojik durumlarda
goriilen hiicre biiylimesi ve farklilasmasi ile ilgili degisikliklerden bazilari; atrofi,
hipertrofi, metaplazi ve displazi kanser 6zelligine sahip degildir (Kumar ve ark., 2003).
Atrofi hiicrede meydana gelen madde kaybi sonucunda hiicrenin kiigiilmesi olarak
bilinir ve hiicrenin yapisal elemanlarinda sayisal ve fonksiyonel bir azalma soz

konusudur. Hipertrofi ise mevcut hiicrelerin boyutunda artiga bagli olarak mevcut doku



veya organin boyutlarindaki bir artisa neden olur. Hipertrofi sonucu hiicrelerde yapisal
proteinlerin ve organellerin artan sentezi ile bu hiicreler hacim olarak artis gosterirler.
Hipertrofi de tipki atrofi gibi bir uyaran nedeni ile meydana gelen ancak neoplastik
olmayan hiicresel bir degisimdir. Metaplazi epitelyal veya mezankimal bir hiicre tipinin
yerini bir bagka hiicre tipinin aldig1 ve geri doniistimii miimkiin olan bir degisikliktir. Bu
hiicre bliyiimesi tipleri arasinda geri doniisiimii en zor olani displazi olup, displaziden
geriye doniis sinirlidir. Displazinin bir basamak ilerisinde ise geriye doniisiin miimkiin
olmadig1 neoplazi gelmektedir. Neoplazi, yeni biiyiime anlaminda kullanilmakta olup,
normal doku ile koordine olmayan, degisime yol agan uyari durduktan sonra bile
biiyiimeye devam eden anormal bir doku kitlesi olarak tanimlanmaktadir. Neoplastik
yapilar iyi huylu (benign) ve kotli huylu (malign) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Benign
timorler bir dokunun belirli bolgesinde gelismelerini siirdiiriirken, kotii huylu malign
timorler ¢evre dokulara baski yapip iglerine ilerlemesi (invazyon) ve viicudun baska
doku ve organlarina yayilmasi (metastaz) ile kendilerini gosterirler ki kanser terimi bu
timorler i¢in kullanilan genel bir terimdir (Kumar ve ark., 2003).

Kansere yol acan sebepler arasinda cevresel faktorler, kimyasal maddeler,
viriisler ve onkogenler 6nemli yer tutarlar. Bununla birlikte beslenme bozukluklari
(vitaminler, lifsiz veya yaglh yiyecekler) sigara ve alkol kullanimi dokularda sonugta
kanser olusumuna kadar ilerleyen degisimlerin meydana gelmesine sebep olabilir
(Tannock ve Hill, 1992). Deneysel olarak azaserin enjeksiyonu ile meydana getirilen
atipik asinar hiicre fokuslarinin (AAHF) biiylime ve gelisimlerini tesvik edebilecek
besinler arasinda soya unu, yiiksek lipit i¢erikli diyet ile beslenme ve steroid hormonlari
saymak miimkiindiir (Morgan ve ark., 1997; McGuinness ve ark., 1981; McGuinness ve
ark., 1982). Kimyasal kanserojenlerin cinsiyet, yas, yasanilan ¢evre ve mesleki sebepler
gibi faktorlere bagl olarak canlilarda farkli etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Kimyasal kanserojenlerin dozu ve maruz kalma bigimi veya verilis sekli ile maruz
kalma siiresi de kanser olusumunu etkileyen 6nemli etkenlerdir (Holland ve Frei, 2003).

DNA ve RNA virislerinin de normal hiicrelerin kanser hiicrelerine
dontisebilmesinde rol aldiklar1 bilinmektedir (Holland ve Frei, 2003). Enfekte olan
hiicrenin, hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizmalar1 atlamasi ve viriitik DNA veya
RNA ile degisime ugrayarak, hiicrenin normal boliinme periyodunun degisimine yol

acmaktadir. DNA replikasyon mekanizmasmm aktive edilmesini saglayan DNA ve



RNA viriisleri, hiicreyi siirekli olarak mitoza siiriikleyerek neoplastik gelisimin
meydana gelmesine neden olabilirler (Tannock ve Hill, 1992).

Onkogenler normal hiicrelerin genomunda bulunan proto-onkogenlerin herhangi bir
nedenle aktifleserek neoplastik aktiviteye yol agan gen degisiklikleri olarak bilinirler. Ras
proto-onkogen grubunda bulunan bir tek bazin degisimi sonucunda hiicre stirekli béliinmek
tizere yeniden programlanabilir ve genel olarak, kanserde birden fazla onkogen anormal
olarak aktiftir (Holland ve Frei, 2003). Pankreas adenokarsinomasmda, hiicre
proliferasyonu ve G1 den S fazina hiicre dongiisii ilerleme mekanizmasi iizerinde etkili
bircok genetik anormallikler bulunmustur. Ekzokrin pankreas kanseri ile ilgili en sik
rastlanan genetik anormallik, K-ras mutasyonudur ve bu ras proteinini normalden farkli
sekilde harekete gecirmek i¢in dnemli bir etkidir. p21ras gibi proteinler mitojen aktivite
sinyallerinin uyaric1 gorev yaparlar. p21ras in onkogenik aktivasyonu, hiicre cogalmasi
sinyalinin anormal diizeyde regiilasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir (Perugini ve
ark., 2000).

1.2. Pankreas Kanserinin Histolojik Gelisimi

Pankreas karsinomasi ise 1836’da Mondiere’nin bu hastaligin biitiin 6zelliklerini
tanimlamasi ile klinik bir olgu olarak bilinmeye baslanmistir. Ewing’in (1919), insan
ekzokrin pankreatik karsinomalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun pankreatik kanallardan
meydana geldigini one siirmiistiir. Ancak daha sonra yapilan c¢aligmalarda pankreas
kanserinin ¢ok az bir kismimin ise asinar hiicrelerden gelistigi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Cubilla ve Fitzgerald, 1975). Cogu pankreas kanserlerinde goriilen
mukus, genel olarak pankreas kanseri hiicrelerinin, mukus salgilayan kanal epitel
hiicreleri ile ortak kokenli oldugunun 6ne siiriilmesine neden olmustur (Cubilla ve
Fitzgerald, 1975).

Anatomik olarak pankreas hiicrelerinin % 80’den fazlasinin asinar hiicrelerden
meydana gelmesi nedeniyle asinar hiicrelerin, pankreatik tiimorlerin gelisiminde
rollerinin olabilecegi uzun yillardir tartigma konusu olmustur. Bunun yaninda kanal
hiicrelerinin, pankreasin %10’ nunu olusturmasi pankreas kanserinin orijini ile ilgili bir
kisim siiphelerin olugsmasima yol agmustir (Scarpelli ve ark., 1991). Pankreas kanserinin

gelisiminde, asinar hiicrelerin etkisinin bulunduguna dair bir kisim kanitlar mevcut olup



pankreasta asinar- duktal hiicre karigimi bir kisim tiimorlerin gézlemlenmesi, kanser
hiicrelerine doniisen asil doku elemaninin kaynagi konusunda siliphelerin ortaya
¢ikmasina neden olmustur. Bu nedenle asinar hiicrelerin degisime ugramasi sonucu
boyle bir durumun ortaya ¢ikmis olabilecegi one siiriilmiistiir (Parsa ve ark., 1985).
Pankreatik kanserogenesiz ¢aligmalari i¢in birkag hayvan modeli gelistirilmis
olup azaserin-sigan modeli, asinar hiicre degisimlerinin gozlenmesi ve pankreas
kanserinin orijininin belirlenmesi bakimimdan iyi bir model olarak goriilmektedir. Bu
model yardimiyla si¢can ekzokrin pankreasinda ¢ok sayida atipik asinar hiicre fokusu
tiretmek miimkiindiir. Bu amagla Longnecker ve Curphey (1975) tarafindan gelistirilen
1.p. azaserin enjeksiyonu protokoliiniin kullanilmasi yeterli goriinmektedir. Sekil 1.1.°de

pankreas kanserinin olusum siireci ile ilgili hiicresel degisimler gosterilmektedir.

Asmar g Acinar hitere ————3 Asinar ——— Adenoma
Hiicreler are Hiicre t
B Nodiilleri
—— Tubiiler Earsmoma

Kompleks —— Karsinoma

» Sistik Tiibiiler » Kistadenoma
Kompleks
Kiuml . ] Iu.u':ntiihiil.er Atk
Hiicreleni Hiperplaz Hiperplazi

» Earsinoma

Sekil 1.1. Ekzokrin pankreas kanserinin olusum mekanizmalar1 (Longnecker, 1984).

Longnecker ve Webb (1980), multiple fokal nodular asinar hiicre displazilerinin,
kontrol gruplarina kiyasla pankreatik kanser hastalarinin pankreaslarinda daha yaygin

oldugunu da gostermislerdir. Bu arastirmacilar, sicanlarda azaserin ile meydana



getirilmis lezyonlar ile insanlarda goriilen bu displastik asinar hiicre odaklar1 (fokuslarr)
arasinda histolojik bir kisim benzerlikler rapor edilmistir. Bu nedenle asinar hiicrelerde
meydana gelen neoplastik degisimler insanda goriilen adenokarsinomlarin orijini

bakimindan 6nem tasimaktadir.

1.3. Pankreatik Asinar Hiicrelerde Gozlenen Neoplastik Degisimler

Pankreasin endokrin olmayan normal parankima hiicreleri olan asinar
hiicrelerinin pankreatik karsinomaya doniisiim siireglerindeki olasi morfolojik asamalar
Ewing tarafindan arastirilmistir. Ewing (1919) pankreas kanserine ait yalnizca iki tip
yapt tamimlamistir. Bunlar, kanalsi yapilardan kaynaklanan silindirik hiicreli
adenokarsinomlar ve parenkimal hiicrelerden kaynaklanan karsinomadir. Ewing'ten
sonraki 25 yil igerisinde mukoz adenokarsinoma, kolloid karsinoma, kanal
adenokarsinomasi, pleomorfik kanser, papillom adenokarsinomasi, kistadenokarsinoma
tirevleri Ornegin; epidermoid karsinoma, mukoepidermaid kanser, dev hiicre
karsinomasi ve asinar hiicre karsinomasi gibi pankreasa ait karsinom tipleri ortaya
cikmistir (Cubilla ve Fitzgerald, 1975). Bu yapilardan morfolojik ve anatomik yapilari
en ¢ok bilinen degisimler; erken asinar hiicre degisimleri, bazofilik atipikal asinar hiicre
fokuslari, asidofilik atipikal asinar hiicre fokuslari, asinar hiicre adenomasi, asinar hiicre
karsinomasi ve kanals1 (duct-like) lezyonlardir. Siganlarda yiizlerce pankreatik fokus
iretmek icin azaserinin tek bir intraperitonal enjeksiyonu yeterlidir. Asidofilik ve
Bazofilik olmak {izere baslica iki tiir atipikal asinar hiicre fokusu meydana gelmektedir
(Daly ve ark., 1991).

1.4. Erken Asinar Hiicre Degisimleri

Normal asinar hiicrelerinin yapisini, bazal niikleus ve belirgin ¢ekirdek¢ik genis
ergastoplasm ile gevrili ve apikal zimojen graniilleri olusturur. Pankreatik asinar hiicre
fokuslart (AAHF) bu zimojen graniillerinin boyanma &zellikleri, niikleus ve
niikleolusun yapisi ile onlarin hiicresel lokalizasyonundaki degisimlerine gore tespit
edilirler. Asinar hiicre fokuslar1 c¢ap, hacim karakteristigi, histolojik goriinlis ve

boyanma 0Ozelliklerine gore bazofilik atipik asinar hiicre fokuslar1 veya asidofilik atipik



asinar hiicre fokuslar1 olarak siniflandirilirlar. Bunlar, farkli ¢ogalma kapasitelerine ve
farkli fenotipe sahip asinar hiicre kiimeleri olup yalnizca asidofilik fokuslarin (AACF)
geliserek karsinom haline doniisebilecekleri diisiiniilmektedir. Bununla birlikte
asidofilik nodiillerin (AACN) yalnizca kiicik bir kisminin geliserek karsinomaya
doniisebilecegi ancak AACN say1 ve biiylikliigliniin karsinom olusabilme potansiyeli
acisindan bir Ol¢lit olabilecegi diistiniilmektedir (Daly ve ark., 1991). Ekzokrin
pankreasin asidofilik AAHF’lari, bazofilik AAHF’larindan farkh olarak, farkli asinar
hiicre kiimelerinden gelisir (Rao ve ark., 1982). Longnecker’e goére (1984), bu
lezyonlarm % 1’inden daha az bir kismi adenokarsinomaya doniisecek sekilde

gelisebilir.

1.5. Bazofilik Atipikal Asinar Hiicre Fokuslar

Rao ve arkadaglar1 (1982), bazofilik fokuslarin (odaklarin) c¢ogalma
kapasitelerinin normal asinar hiicrelerdeki gibi oldugunu ve bu fokuslarin, muhtemelen
asidofilik lezyonlardan farkl olarak, asinar tiimorlerin dnciisii olmadiklarini belirtmistir.
Daly ve arkadaslar1 (1991), hematoksilen ve eosin boyali histolojik kesitlerde bu
fokuslar, sitoplazmalarinin artan bazofilik 6zellikleri nedeni ile ¢evre hiicrelerden farkli
kiigiik bir hipertrofik bir hiicre grubu olarak ayirt edilirler. Boyanma 6zellikleri nedeni
ile zimojen graniillerinin igeriginin azalmis oldugu ve graniillii endoplazmik
retikulumlarinda bir artis oldugu goriiliir. Bazofilik hiicre fokuslari, diizensiz ve biiyiik
bir niikleus ile bazofilik boyanmis sitoplazma ile az miktarda zimojen graniil igerirler.
Elektron mikroskobu incelemelerinde bu hiicrelerin belirgin diizensiz plazma
membrani, iyi gelismis graniilli endoplazmik retikulum ve birka¢ zimojen graniil
saptanmustir (Rao ve ark., 1982; Longnecker ve Millar, 1990). Ancak Rao ve arkadaslari
tarafindan (1982) bu fokuslarin erken donemde atipik asinar hiicre fokuslarina (AAHF)
doniistiikleri ve ileri evrelerde sayilarmin gittikce azaldigi dne siiriilmiistiir. Bu nedenle

bu fokuslarin pankreatik kanser olusumu bakimindan 6nemli goriillmemektedirler.



1.6. Asidofilik Atipikal Asinar Hiicre Fokuslar

Asidofilik AAHF, pankreasta azaserin uygulamasindan bir ay kadar sonra
gozlenebilir. Asidofilik fokus ve nodiil hiicreleri olduk¢a yogun eozinofilik granular
(zimojen agisindan zengin) sitoplazma ve biiyiik oval veya yuvarlak nukleus igerirler.
Elektron mikroskop bulgulari hiicrelerin zengin zimojen graniilleri icerdigini ve
diizensiz lateral plazma membraninin varhigmi ortaya koymustur (Rao ve ark., 1982).
Niiklear pleomorfizm ve mitoz orani, bu fokuslarin ayirt edici bir diger karakteristik
ozelligidir. Mitotik aktivite normal ve bazofilik fokus hiicrelerinde hi¢ ya da ¢ok nadir
goriiliirken asidofilik fokus hiicrelerinde yiiksektir (her bin hiicrede 2,75 +/- 1,27
oraninda bulunmustur). Hiicrelerin proliferatif kapasiteleri karsilastirildiginda bazofilik
fokuslarda %0,1 +/- 1 iken asidofil fokuslarda bu oran % 23.2 +/- 3.15 olarak
bulunmustur. Hiicre sayisindaki artisa baglh olarak, AAHF’lar1 etraflarindaki
parenkimay1 hafifce sikistirabilirler. Asidofilik AAHF belirli bir sinira sahip olmayip
kapsiil ile ¢evrili degillerdir (Rao ve ark., 1982).

Yapilan c¢alismalarda azaserine enjekte edilen siganlarin pankreaslarinda
asidofilik AAHF’ler bazofillere gére daha fazla gelistigi ve sayisal oranlarmin ¢ok daha
fazla oldugu goriilmistiir (Hruban ve ark., 1965).

1.7. Asinar Hiicre Nodiilleri ve Adenomasi:

Asinar hiicre adenomalar1 genellikle kiiresel ya da oval, diizgiin, belirgin sinirlari
olan, kolay ayirt edilebilen asinar hiicre Kkitleleri olup, kendilerini ¢evreleyen
parenkimay1 hafifce sikistirirlar. Iglerindeki hiicreler siklikla, az biiyiimiis, ¢ikintili bir
glandular yap1 gosterir ve ¢ogunlukla apikal (u¢ kisim) sitoplazmada, zimojen
graniillerinde bir artig goriiliir. Bazal konumlu ¢ekirdek normal biiyiikliikte ya da hafif
artmig ve polimorfik bir yap1 gdsteren, niiklear yogunlagsmalar ve pleomorfizm, mitoz,
oraninda artis, niikleoluslarda piknosoz ve karyoreksize siklikla rastlanilir (Longnecker
ve Millar, 1990). Cap1, 3-7 mm’ye ulasan ve yiiksek diizeyde farklilasma kapasitesine
sahip olan bazi atipik hiicre nodiilleri (AACN), etraflarindaki pankreas dokusunu
sikigtiracak derecede biiylimeleri ve/veya kapsiil meydana getirmeleri halinde

Longnecker (1987) tarafindan adenomalar olarak siniflandirilmiglardir (Longnecker ve
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Millar, 1990). Bazofilik hiicre fokuslari, nodiilleri ve adenomalari, siirekli biiylime ve
gelisme Ozelligi gosterirler, ancak ¢ok azinin karsinomaya donlisme potansiyeline sahip

oldugu deneysel olarak gosterilmistir (Longnecker, 1987).

1.8. Asinar Hiicre Karsinomasi:

Genellikle hiicre sitoplazmasinda ©onemli derecede koyu boyanma bazi
hiicrelerde ise zimojen graniiller ayirt edilebilir ancak ¢ogunda daginik olup partikiiler
olmayan kirmizi-pembe renktedirler. Asinar hiicre adenokarsinomasi, genellikle fazla
degisime ugrayarak iyi bir displazi gosteren, ¢apt 7 mm’den daha biiyiik histolojik
yapilar olup, kolayca ayirt edilebilecegi gibi, farkli formlarda da olabilirler. Niiklear ve
sitoplazmik otoliz goriilir ve normal asinar hiicrelere gore daha az sayida zimojen
graniiller bulunur (Cubilla ve Fitzgerald, 1975). Cevresindeki pankreatik ya da
mezenterik dokuya invazyon yapabilen ve bolgesel ya da diger organlara metastatik
yayillimi gosterirler. Adenokarsinoma teshisine olanak saglayan diger ozellikler ise
belirgin hiicresel ve niiklear polimorfizm, ayni tiimor i¢indeki farkli biiylime alanlari
olarak bilinir. Fibroz kapsiile sahip adenoma benzeri lezyonlar anaplastik bir yapi
gOsteriyorsa, bunlar lokal karsinoma veya karsinoma in situ olarak smiflandirilirlar.

(Woutersen ve ark., 1991).

1.9. Kanalsi (duct-like) Lezyonlar:

Azaserin uygulanan siganlarm asinar dokularinda, kanal benzeri (duct-like)
hiicreler tarafindan bolmelere ayrilan bir kisim lezyon goriilebilir. Bu lezyonlar, asinar
doku i¢indeki kanals1 olusumlar meydana getirirler ve ¢ok sayida dar liimenli yapiya
sahip bu kanallarda asinar hiicre kokenli kiibidal veya prizmatik epitel ile ¢evrili halde
bulunurlar. Kanal hiicrelerinin meydana getirdigi ve kanal hiicre adenekarsinomasi
olarak adlandirilan lezyonlarda, sitoplazma kimi yerde net iken kimi yerlerde koyu
pembe boyanmis olup safra kanal hiicreleri veya biiyiik pankreatik kanal hiicrelerinin
sitoplazmasma benzemektedir (Cubilla ve Fitzgerald, 1975). Tubular duktual
kompleksler, tipik olarak 1 mm’den kiiglik ¢aptadirlar (Longnecker ve Millar, 1990).

Kanals1 lezyonlar zimojen graniillerini kaybetmis kiibik ya da silindirik epitel
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hiicrelerinden meydana gelmistirler. Cekirdek genellikle yuvarlak veya oval, hiicrenin
tabaninda yer alirken (Cubilla ve Fitzgerald, 1975), bu lezyonlar gerek asidofilik
AAHF’den gerekse sistik duktual komplekslerden daha az sayida gozlenirler
(Longnecker, 1984). Ultrastriiktural calismalar, tubular duktual komplekslerdeki
hiicrelerin sitoplazmalarinin az sayida zimojen graniil icerdigini gostermistir (Bockman
ve ark., 1978). Bu lezyonlar tipik olarak, 1 mm’den daha az bir ¢apa sahiptirler ve
yalnizca bir lobiil igerirler. Ilk defa DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracene) ile
meydana getirilmis pankreatik neoplazi modelinde bu lezyonlar gozlenmislerdir (Dissin
ve ark., 1975).

1.10. Kendiliginden (Spontan) Gelisen Tiimérler

Herhangi bir muamele yapilmamis sicanlarda ekzokrin orijinli karsinomalara
nadir rastlanmakta olup (Eustis ve Boorman, 1985), spontan neoplastik degisimlerin
goriilme sikligmin yasa bagli olarak artis gosterdigi bilinmektedir (Boorman ve ark.,
1987).

1.11. Azaserin

Azaserin, (O-diazoacetyl-L-serine veya L-serine diazoacetate (ester) ilk defa
Streptomycetes mantar kiiltiirlerinden izole edilen toksik ve kanserojen bir antimetabolit
olup Ames Salmonella typhimurium testinde mutajenik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Bartz ve ark., 1954; Hruban ve ark., 1965; Longnecker, 1984). Yetiskin
sicanlarda intraperitonal azaserin uygulamasi, pankreasin asinar hiicrelerinde osmofilik
bolgelerin, genis alanli fokus olusumu ve diiz endoplazmik retikulumda karakteristik
degisimlere neden olmaktadir. Hepatosit endoplazmik retikulumunda ise diizensizlikler
ve fokal bozulmalar goriiliir. Azaserinin oral yolla uygulanmasi sonucu benzer hasarlar
meydana gelmekle beraber intraperitonal (i.p.) uygulamaya gore daha az hasarli
degisimler meydana geldigi goriilmistiir. Azaserin bir glutamin analogu olup substrat
olarak glutamini kullanan birgok enzimin aktivitesine etki eder (Hruban ve ark., 1965).
Levenberg ve ark. (1957) ¢alismalarinda azaserinin inosinik asidi inhibe ettigini ve bir

glutamin antimetaboliti gibi davranarak formilglisinamid ribotidel (FAR) birikimine
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neden oldugu 6ne siiriilmistiir. Piirin de novo niikleotid biyosentezi DNA ve RNA'nin
yapt taglarmin iiretildigi temel bir siiregtir ve bu piirinlerin sentezi sirasinda dnemli bir
basamag1 temsil eder. Bu basamagin azaserin tarafindan 6nlenmesi piirin biyosentezini
inhibe edebilmektedir (Baggott ve ark., 2007). Baz1 kimyasal kanserojenlerin DNA
hasarma yol agtig1 gibi azaserinin de novo piirin sentezini inhibe ettigi ve DNA baz
dizilimini etkiledigi bilinmektedir (Hruban ve ark., 1965). Kesfedilen bu DNA hasar1
tiplerinden biri de piirin ve pirimidinlerin alkilasyonudur. Alkillenen bazlar enzimatik
olarak endoniikleaz veya glikozidaz enzimleri araciligiyla ortamdan uzaklastirilirlar
(Lilja ve ark., 1977). Aaronson (1959) tarafindan, azaserinin piirin Onciili olan
glutaminden, azot transferini engelleyerek piirin sentezini bloke ettigi one siiriilmiistiir.
Daha 6nce yaptigimiz ¢aligmalarda, azaserinin insan eritrositlerinde sistein transportuna
etki ettigi, azaserin-sistein degisim mekanizmalarin1 kullanarak hiicreye girdigi ve bu
sekilde hiicre icinde biriken azaserinin DNA’ya etki ederek hasara neden olabilecegi
gosterilmistir (Yildiz ve ark., 2010). Azaserinin ultrastriiktiirel olarak en 6nemli etkisi
pankreasin asinar hiicrelerinin graniillii endoplazmik retikulumunda goriilmektedir.
Endoplazmik retikulum sisternalarindaki degisimler veya membranda dejenerasyonlar,
fokal bozulmalar ve “lizozom” formasyonlar1 yaygin olarak goriiliir. Yapisal degisimler
ii¢ gruba ayrilabilir. Bunlar; halka formasyonu, sisterna par¢alanmasi sonucu ¢ok sayida
yuvarlak vezikiil olusumu ve sisterna aciklifinda genislemeler olarak tanimlanabilir
(Lilja ve ark., 1977).

Bir baska calismaya gore azaserinin kanserojenik etkisinin genellikle DNA
sentezinde rol oynayan enzimlerin inhibisyonundan kaynaklandigi varsayilmaktadir.
Azaserin, DNA sentezinde rol oynayan bazi enzimlerin ihtiva ettikleri —-SH gruplarina
geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve aktivitelerini inhibe eder (Smith ve ark., 1983.).
Azaserinin DNA iizerinde etkilere sahip oldugu azaserinin, pankreatik asinar hiicrelerin
DNA’sina hasar vererek mutasyona sebep oldugu gosterilmistir (Lilja ve ark., 1977).
Yapilan deneysel bir ¢alismada, azaserinin 7 haftalik si¢anlara i.p. olarak 30 mg/kg
viicut agirligmma gore yapilan tek doz enjeksiyon sonucunda da asidofilik, bazofilik
odaklarin olusabilecegi gosterilmistir (Roebuck ve ark., 1981).

Longnecker ve Curphey (1975), azaserini ilk defa kullanarak bugiin iyi bilinen
azaserin-sigan modelini gelistirmiglerdir. Longnecker ve Curphey, erken donemde

siganlarin ekzokrin pankreaslarinin, azaserinin kanserojenik etkilerine oldukg¢a duyarl
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oldugunu gostermislerdir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan gelistirilen deneysel protokole
gore iki haftalik siganlara azaserinin belirli oranlarda ve tekrarlanan dozajlarda intra
peritonal (i.p.) enjeksiyonun sicanlarin ekzokrin pankreaslarindaki asinar hiicrelerinde
neoplastik degisimlere sebep olabilecegi gosterilmistir (Longnecker ve Curphey, 1975).
10-60 mg/kg’lik azaserinin bir ya da birden fazla deri altina enjeksiyonunun asinar
hiicrelerde, atipik asinar hiicre fokuslart (AAHF), nodiilleri, adenomalar1 ve
adenokarsinomalar1 meydana getirebilecegini gosterilmistir (Longnecker ve Curphey,
1975; Daly ve ark., 1991).

Azaserin ile ekzokrin pankreasta meydana getirilen neoplastik yapilarin farkl
histolojik o6zellikler gosterdikleri ve cogunlugunun karacigere, lenf nodiillerine ve
akcigerlere yayildiklar1 (metastaz) saptanmustir (Longnecker ve ark., 1981). Azaserin
uygulamasi1 sonucu hem pankreas hemde karaciger etkilenmesine karsin pankreas,
karacigerden ¢ok daha ciddi bir sekilde etkilenmektedir. Azaserin ile muamele edilen
hayvanlarda, 6 ay boyunca haftada bir veya iki kez 5 mg/kg lik dozaj uygulanmasi
sonucu 1-2 yil araliginda meydana gelen tiimdr oranlar1 pankreatik karsinom i¢in % 43,
renal tiimorler i¢in % 27, ve hepatoma i¢in % 5 olarak bulunmustur (Lilja ve ark.,
1977). Azaserin karaciger ve pankreas asinar hiicreleri iizerinde farkli etki
mekanizmasina sahip olabilir ve birincil degisikligini RNA sentezi iizerinde yapiyor

olabilir (Hruban ve ark., 1965).

o e
N,CH —C — OCH,CH —C — OH

Sekil 1.2.  Neoplastik degisimlere yol agtig1 bilinen azaserinin agik formiili.

Yapilan calismalar azaserinin, erkek sicanlarda, disi siganlara gore daha fazla
timor meydana getirebilecegini ortaya koymustur. Ayrica asinar hiicre hiperplazisi ve
tubular kompleks yapilarin gelisimi, ekzokrin pankreasm genel Ozellikleri olarak
saptanmistir. Asinar hiicrelerin, kanal hiicrelerine farklilagsmadiklar1 en azindan

azaserin- sigcan modelinde bilinmemektedir (Longnecker ve ark., 1981).
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1.12. Tiyoller

Kiikiirdiin -2 degerlikli kararli bilesikleri olduk¢a yaygindir. Bu bilesiklerden
birisi de Tiyoller veya yaygin kullanimiyla merkaptanlar’dir. Merkaptan adi Latince
“Mercurium captans” dan ileri gelir ve civa yakalayicisi anlamini tasir. Tiyoller,
alkollerin -2 degerlikli oksijeni yerine -2 degerlikli kiikiirt ge¢mis tiirevleridir. Genel
formiilleri RSH™ dir ve sahip olduklar1 -SH anyonu, OH™ anyonundan daha gii¢lii bir
niikleofildir. Bu 6zelligi bir¢ok kimyasal reaksiyonda 6nemli rol iistlenmesine imkan
tanir. Zayif yiikseltgenler; hidrojen peroksit, iyot, periyodik asit ve oksijen (bazik
ortam) tiyolleri distilfitlere cevirirler (Beyazit, 2009).

2 R-SH—— (yiikseltgen madde) ——» R-S-S—-R+2(H)
Tiyol Distilfiir

Tiyol grubu igeren aminoasit Sistein olup, iki sisteinin birleserek disiilfiir seklini

almasiyla sistin meydana gelir (Tiiziin, 1999).

2 HS-CIl-IZ-CH-COOH — HOOC-CIl-I-CH2-S-S-CH2-CI|-|-COOH +2H
NH2 NH2 NH2

Bazi proteinlerin tersiyer konformasyonu olusumu igin distlfiir kopriileri
gereklidir. Bir tripeptit olan glutatyon da tiyol grubu igerir ve kolaylikla disiilfiir haline
dontigebilir (Tiiziin, 1999).

2 Glutatyon-SH «— Glutatyon-S-S- Glutatyon + 2(H)

Biyolojik aktivite gosteren glutatyon ve sisteinden baska organik kiikiirtlii diger
bilesikler de vardir. Bunlardan siilfonamid tiirevi bilesikler antibakteriyel etkiye
sahiptir. Penisilinler ve sefalosporinler de antibiyotik olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica
tiyofosforil grubu (P= S) iceren malatiyon insektisit, klorosiilfonlar herbisit ve
ditiyokarbamatlar fungisit etkilidir. Onemli farmakolojik etkilere sahip birgok organik
kiikiirtli bilesik bulunmaktadir. Tiyol yapisindaki kaptopril bir tansiyon diisiiriici,
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tiyoeter tiirevi bilesiklerden simetidin ve ranitidin ise ilsere karsi kullanilan 6nemli
ilaglardir. (Beyazit, 2009)

1.13. Tiyoller ve Kanser

Tiyol yapist iceren bilesiklerin, kanserin olusumu ve gelisimi {lizerindeki etkileri
bazi arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Tiyol gruplarinin hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlara ve neoplastik degisimlere karsi 6nleyici etkisi ve reaktif oksijen tiirlerinin
genotoksisitesinin inhibisyonundaki rolleri arastirilmistir. De Flora ve ark. (1991)
caligmalarinda, N-asetil-L-Sistein (NAC) gibi tiyollerin, hem kendiliginden meydana
gelen mutasyonlar1 hem de bakterilerde deneysel olarak meydana getirilen mutasyonlari
inhibe ettigi yoniinde kanitlar sunmusglardir. N-asetil-L-Sistein gibi tiyoller
kemirgenlerde preneoplastik lezyonlar1 ya da timér olusumunu baskilar veya
geciktirirler. Bakterilerdeki genotoksisite modelleri {izerindeki ¢alismada, NAC ve diger
tiyollerin antioksidan aktivitelerini; siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit ve singlet
oksijen tiirlerine kars1 gosterdikleri ifade edilmistir. Bunlara ek olarak hedef hiicrelerde
veya ckstraseliiler gevrede tiyollerin antimutajenik ve antikanserojenik aktivitelerine
katkida bulunan diger baska mekanizmalar gosterilmistir. Bu mekanizmalar elektrofil
metabolitleri ve direkt etkili bilesiklerin (hiicre igi ve hiicre dis1) engellenerek
inhibisyonuna dayanmaktadir. Tiyollerin kanser ve mutasyona kars1 kemopreventif
etkileri, bir tiyol bilesigi olan rediikte glutatyonun toksik ajanlara baglanarak onlari
tiketmesi yoluyla meydana geldigi 6ne siiriilmiistiir (De Flora ve ark., 1991). Bazi
durumlarda kemopreventif ajan olarak kabul edilen veya dyle oldugu diisiiniilen tiyol
bilesiklerinin, birden fazla mekanizmaya sahip olduklar1 ve bunlarin kanserojen veya
mutajenlere karsi etkili koruma saglamalar1 beklenmektedir. Organizmanin kimyasal
maddelerden korunmasina yonelik belli basl yontemler oldugu diistiniilmektedir. Bu
yontemlerin baginda, kanserojen ajanin organizmadan uzaklastirilmasini kolaylagtirmak,
endojen formasyonlarinin inhibe edilmesi, kanserojen maddenin seyreltilmesi veya
reaktif molekiillerinin deaktive edilmesi gibi yontemler gelmektedir. Kanser olusumu,
sitotoksisite ve genotoksisitenin Onlenmesini saglayan mekanizmalardan biri de

mutajenlerin hiicre igi formasyonlarmin inhibisyonu seklindedir. Ornegin, nitroso
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reaksiyonlarinin inhibisyonu veya nitroso bilesiklerinin tiyoller tarafindan bloke
edilmesi gibi mekanizmalarm oldugu diisiiniilmektedir (De Flora ve ark., 1991).

Kumar ve ark. (1995), servikal neoplazilerde plazma GSH seviyesinin azaldigini
rapor etmiglerdir. Yaptiklar1 calismada kontrol grubu bireylerin plazma GSH
seviyesinin en yiliksek grup oldugu, invaziv kanser grubu hastalarinda ise en diigiik
plazma GSH diizeyine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Boylece servikal kanser
olusumu sonucunda azalmis plazma GSH seviyesi, kanser ile tiyol bilesikleri arasinda
anlaml bir iligkinin varolabilecegini ortaya koymaktadir.

Aminotiyoller, dogal (6rnegin rediikte GSH) ve sentetik (N-asetilsistein) ve sistein

aminoasidi igeren proteinler bu bilesiklerin tipik 6rneklerini olustururlar (Tiiziin, 1999).

1.14. Glutatyon

Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan glutatyon (L-y-glutamil-L-
sisteinilglisin, GSH) memeli hiicrelerinde diisik molekiil agirlikli bir tiyol olup L-
glutamat, L-sistein ve glisin aminoasitlerinden iki basamakli bir metabolik yolla y-
glutamil-sistein sentetaz enzimi katalizorliigiinde sentezlenir (Sies, 1999). Sistein amino
asidi glutatyon biyosentezi i¢in sinirlayici rol oynar. Sistein ekstraseliilar sivida hizli bir
sekilde sistine okside olur. Sistin plazmada baskm olarak bulunur ve Na® bagimsiz
anyonik aminoasit transport sistemi araciligiyla intraselular glutamat degisimi ile
transport edilir (Sato ve ark., 1998). Protein veya glutatyon sentezi sirasinda, sistin
hiicre igerisinde hizli bir sekilde sisteine rediikte olur. Sistin, hiicre igerisine alindiktan

sonra GSH (glutatyon) sentezi i¢in gerekli olan sisteine rediiklenmektedir (Griffith,

1999).

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara iriinler olarak devamli bir sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu
serbest radikal ara iirlinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle kazara
etkilesirler ve sonucta serbest oksijen radikalleri olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in bir¢ok savunma
mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca
"antioksidanlar" olarak bilinirler. Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen

metabolitlerinin 6nemli bir kaynagidir. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da
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cesitli serbest radikal ara iirlinleri meydana gelirler. Arasidonik asit metabolizmasi
sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik lipid peroksidasyonu” denir. Serbest

radikallerle prostaglandin metabolizmasi birbiriyle yakindan iliskilidir (Haddad, 1998).

Eritrositler, diger memeli hiicrelerinde de oldugu gibi, serbest radikallerce
olusturulan oksidatif strese ve yiiksek oksijen basincina maruz kaldiklarinda kolayca
hasar gorebilirler. Bu nedenle etkin savunma mekanizmalarma sahiplerdir. Bu
mekanizmalarin biri de glutatyondur (Mazzor ve ark., 1996). Enzimatik olmayan
endojen antioksidanlardan biri olan glutatyon, hiicre i¢i indirgeme reaksiyonlarinda,

kataliz olaylarinda, metbolizmada ve aminoasitlerin transportunda 6nemli rol oynar.
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Sekil 1.3. Arasidonik asit mekanizmasi ve ASA’in etki ettigi metabolik basamak
(Marnett, 1992).
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Glutatyon, kanserojenler dahil ksenobiyotiklerden biyotransfer olan elektrofilik
yapilarla konjugat olusturarak antioksidant etki gosterir. Preneoplastik hiicrelerde,
neoplastik hiicrelerdeki kadar, glutatyonun spesifik molekiiler formunun meydana
geldigi ve hiicrelerin kimyasallara diren¢ mekanizmalarina katildigir bilinmektedir
(Tsuchida ve Sato, 1992).

Glutatyon (GSH), hemen hemen biitlin hiicrelerde olduk¢a yiiksek
konsantrasyonlarda mevcuttur (Rose, 1984). Glutatyonun, hiicrelerin reaktif elektrofiller
ile oksidatif ve nitrosatif strese, serbest radikallere, reaktif oksijen tiirlerine, i¢ ve dis
kaynakli toksik bilesiklere karsi korunmasinda onemli bir gorevi vardir (Rose, 1984;
Sato ve ark., 1998).

“lorthophosphate |

-L-glutarmil-L-sistein |

5]

ATP “lorthophosphate |

Sekil 1.4.  Glutatyonun glutamik asit, sistein ve glisinden olusum yolu.
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GSH, hidroksil radikaline enzimatik olmayan bir yoldan etki edip, siiperoksid,
O, ve nitrik oksit tarafindan olusturulan sitotoksik tiriinlere hizla etki eder (Griffith,
1999). Ayrica DNA ve protein sentezleri, membran bitiinligiiniin korunmasi, amino
asitlerin membranlardan transportu ve enzim aktivitelerinin korunmasi gibi hiicresel
fonksiyonlara da sahiptir (Skrzydlewska ve Farbiszewski, 1999).

Diisikk molekiiler agirlikli Glutatyon, 307 g/mol olup, en 6nemli gérevi hiicre
savunmasinda bir antioksidan olarak rol almasidir (Ulakoglu ve ark., 1998). Glutatyon,
memeli hiicrelerin ¢ogunda yiiksek miktarlarda (2-10 mM) bulunur (Labella ve ark.,
1986). Indirgenmis glutatyon, serbest siilfilhidril igeren hem hayvan hem de bitki
hiicrelerinde bulunur (Sies, 1999). Sahip oldugu siilfilhidril grubu igerdigi sisteinden
ileri gelir. Indirgenmis durumda glutatyon, hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin
sistein artiklarin1 koruyan bir tampon olarak da gorev yapar (Murray ve ark., 1996).
Board 1981 yilinda, insan eritrositlerinden glutatyon S-konjugatlarinin transportu
iizerine ¢alismalar yapmistir. Calismasinda konjugasyon reaksiyonlarmin glutatyon S-
transferaz enzimi tarafindan katalizlendigini belirtmistir. Calismalarmin sonucunda
tespit edilen glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG), dnceki GSH’in %70’inin
glutatyon s-konjugatlara doniistiigiinii ve hiicrelerden transport edildigini gostermistir
(Board, 1981). Inci ve arkadaslarmm 1998 yilinda yaptiklar1 ve 20 adet larinks
karsinomlu hastadan alinan dokularda, lipid peroksidasyonu (TBRAS) ve antioksidan
statii gostergeleri glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz
(GSSG —Rd) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerini tayin etmislerdir. Calismaya
gore GSH diizeyleri ile GSH-Px aktivitesi saglikli doku ile kiyaslandiginda larinks
kanserli dokuda daha yiiksek bulunmustur. Sonugta, kanser lipid peroksidasyonunu
indiikler ve olusan oksidatif strese kars1 antioksidan sistem uyarilir sonucuna varilmastir.
Arastiricilar, oksidatif strese adaptif bir cevap olarak antioksidan sistemin uyarilmasinin
kanserli dokuda GSH ve GSH-Px diizeylerinde bir artisin meydana gelmesine yol
actigin1 ifade etmislerdir (inci ve ark., 1998).

Glutatyon S-transferazlarin ¢ok sayida endojen ve eksojen toksik bilesigi
glutatyonla konjuge etmesiyle, ATP’ye bagimli bir transport sistemiyle hiicrelerden
uzaklastirilmasinda araci bir rol oynadigi belirtilmistir (Ozaydin ve ark., 2004).
Glutatyon S-transferazlar (GST), basta arasidonik asit olmak tizere lipid peroksitlerine

kars1 antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Clemens ve Waller, 1987).
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Wu ve ark. (2004), yaptiklar1 arastirmada, glutatyon metabolizmast ve saglik
acisindan 6nemi iizerinde arastirmalar yapmigslardir. Deney hayvanlari tizerinde yapilan
caligmalarda, besinlerde alinan proteinlerin viicuttaki GSH dengesinin saglanmasinda
cok 6nemli oldugu goriilmiistiir. Besinlere ek olarak alinan sistin, methionin, N-acetil-
L-sistein (NAC) ve L-2-oxotiazolidin-4-karboksilat’in doku glutatyon sentezi i¢in etkili
sistein onciilleri oldugu belirtilmistir. Ayrica ¢alismada oksidatif stresin yaslanma ve
birgok hastaligin (Alzheimer, Parkinson, AIDS, Kanser ve Kalp Krizi) gelisiminde
anahtar rol oynadig1 ve glutatyonun, oksidatif strese karsi savunmada gorev aldigi

belirtilmistir (Wu ve ark., 2004).

1.15. NSAii’1ar ve Asetilssalisilik Asit

Aspirin (asetilsalisilik asit, ASA), NSAII (Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar
veya diger yaygin kullanimiyla steroid dis1 yangi dnleyici ilaglar) olarak adlandirilan
ilag grubunun bir tyesidir. Genellikle ufak agri ve sizilar i¢in kullanilan agri kesici
(analjezik) ve ates diistiriicii (antipiretik) etkilerinin yani sira pihtilasmayi Onleyici
(antiplatellet) aktivitesi ve anti- inflamatuar etkileriyle iliskili klinik faydalara sahip bir
ilagtir. Bununla birlikte son yillarda edinilen bilgiler NSAil’ler ve ASA’in, gastrik ve
kolon kanserleri riskini azalttigin1 géstermektedir (Thun ve ark., 1991; Wong ve ark.,
1999; Zhou ve ark., 2001). NSAIi’ler bu etkilerini prostaglandin iiretimindeki hiz
simirlama basamaklarini katalizleyen siklooksigenazlar1 inhibe ederek gostedikleri kabul
edilmektedir (Sekil 1.5.). Yapilan c¢aligmalar prostaglandin aktivitelerinin, gastrik
mukozal devamlilik, bobrek faaliyetleri ve hormonal faaliyetlerin devamliligi icin
gerekli oldugunu gostermistir. Genel olarak ates disiiriici ve agri1 kesici olarak
kullanilan NSAII’lerin temel etki mekanizmalarinin hiicrelerde prostaglandin sentezinin
inhibisyonu ile ilgili oldugu bilinmektedir (Wong ve ark., 1999).

Prostaglandinler arasidonik asit olarak adlandirilan 20 karbonlu doymamis yag
asitinden sentezlenirler. Herhangi bir inflamasyona maruz kalan dokularda zarar géren
membran lipitlerinin fosfolipaz enzimi ile hidrolizi sonucunda arasidonik asit salinimi
gerceklesir. Aragidonik asit biyokimyasal doniisiim yollarma tabi tutulur. Bu yollardan
biri lipooksigenaz enzimi tarafindan yag asitlerinin hidrolizasyonu ile gergeklesir ve

leukotrieneler adi verilen bir grup olusumuyla sonuglanir. Diger yol siklooksijenaz
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(COX) enzimi tarafindan prostaglandinleri vermek {izere oksijenasyon siireci igerir. Bu
stirec sonunda her biri farkli kimyasal yapiya ve etkiye sahip cesitli prostaglandin
tiirevleri izole edilir (PGE,, PGF;, PGI,). Siklooksijenaz enzimi aragidonik asiti baska
bir siklik {iriin olan ve trombositlerin pihtilagmasini onleyen (TXA) tromboksana da
donistiirtir. Prostaglandinlerin ¢esitli biyolojik etkileri vardir; PGE ve PGF agri
dokularda agriya olan duyarhiligi arttirmakla sorumludur. Prostasiklin olarak
adlandirilan PGI; trombositlerin pihtilagsma islemlerini inhibe etmekle gorevi iken,
TXA; trombositler iizerinde PGI, nin tersi etkiye sahiptir. Hem PGE hemde PGF
midede mucin olarak bilinen polisakkaritlerin salgilanmasini uyarir (Mehanna, 2003).

NSAII’larin hiicrelerde prostaglandin sentezi basamaklarinda inhibe ettigi enzim
siklooksigenaz (cyclooxygenase) olup, hiicrelerde siklooksigenaz’in COX-1 ve COX-2
olmak iizere iki formu mevcuttur. Arastrmalar NSAil’lerde ¢ogunlugun COX-1 ve
COX-2 karigimmin segici olmayan inhibitorii olarak gorev yaptiklarini gostermistir
(Taketo, 1998). Mehanna (2003), NSAII gibi etki gdstermeleri i¢in verilen ilaglarm iki
bliylik kimyasal kriteri olmasi gerektigini vurgulamistir. Bu ilaglarin lipofilik
Ozelliklerinin ve islevsel asidik gruplarmin olmasi, zayif lipofilik veya zayif asidik
Ozelliklere sahip ilaclarin iyi birer anti-inflammatuvar ajanlar1 olmalar1 beklenmez.
Asetilsalisilik asit, fakir lipofilik 6zelliklere sahip olmasma karsmn yapisinda kuvvetli
asidik islevsel grup bulundurur.

Diisiik bir COX inhibisyon potansiyeline sahip olan salisilik asit de baz1 kolon
hiicre dizilerinin yayilma ve ¢ogalmasini inhibe etmektedir. NSAIl’ler anti-proliferatif
etkilerini prostaglandin ile ilgili olmayan bir mekanizma ile gosteriyor olabilirler. Bazi
calismalar, NSAIl’lerin hiicre boliinmesini inhibe ettiklerini ve kolon kanseri
hiicrelerindeki hiicre dongiisii fazinin dagilimmi degistirdiklerini ortaya koymustur.
NSAIT'ler hiicre proliferasyonunu, hiicre déngiisiinii Go/G; fazinda duraganliga tesvik

ederek inhibe etmektedir (Wong ve ark., 1999).



22

F

CHs CHz CHy 0 CHs
EZH—CHQA@(JJHCOOH @ @ CHCOOH @—c@éHCOOH
4

CH=

Thprofen Flibiprofen Eetoprofen
CHAC00H
ol CHa0 . CH,COOH
3 #—CHz
HCODH Tﬁ
I ~or”
CH:O 1
Maprozen Indorne thae in Diclofenac
. CHCO0H CHCOCH
COH O C'Ha
B_NH©
.-'N'H- or i
{’S\H CH=
0o CHag,\ CH35
Firoxicam Sulindac Artre metabolite of Sulindac
CH;CH;—&IJ CHz CHLCO0OH
CH30 ‘ ‘ CHA0™ “ “ CH3CONH@OH
Mahmrmetone Bettve retabolite of Madburoe tone Lcetarinophen
S0.0Hs
SOMH,
@CC@H
N
DCOCH; iy L
CF
Agpirin [ Aoetylsalicwic acid ) Celecoxih 3 Fofecoxib

Sekil 1.5. Aspirin ve bazi ¢ok bilinen NSAIl’ler ve a¢ik formiilleri (Mehanna, 2003
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Sekil 1.6.  Aspirin yapisinda bulunan asetil grubu ile prostaglandin sentetaz enziminin

birbirine baglanarak inhibisyon etkisini gostermesi (Marnett, 1992).

NSAII’lerin etkilerini, prostaglandin iiretimindeki hiz smirlama basamaklarini
katalizleyen siklooksigenaz enzimlerini inhibe ederek gostedikleri kabul edilir (Wong
ve ark., 1999). Cogunlukla ates diisiiriicii ve agr1 kesici olarak kullanilan NSAII’lerin
temel etki mekanizmalarmin hiicrelerde prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile ilgili
oldugu bilinmektedir. Arastrmalar NSAill’lerde ¢ogunlugun COX-1 ve COX-2
karigiminin se¢ici olmayan inhibitérii olarak gorev yaptiklarimi gostermistir (Taketo,
1998) (Sekil 1.3.). Bu enzimlerden COX-1 birgok hiicre tipinde bulunan genel bir enzim
olup, mide ve onikiparmak bagirsaginda koruyucu Ozellige sahip prostaglandin
sentezinden sorumludur. Yapilan ¢aligmalar yangi sonucu COX-2’nin miktarmin kanda
ortalama 10-20 kat arttigmi gostermis olup, enzimin nasil etkili oldugu iyi
bilinmemektedir (Shiff ve ark., 2003).

Prostaglandinler arasidonik asit olarak alandirilan 20 karbonlu doymamis yag
asitinden sentezlenir. Herhangi bir inflamasyona maruz kalan dokularda zarar goren
membran lipitlerinin fosfolipaz enzimi ile hidrolizi sonucunda arasidonik asit salmimi
gerceklesir (Mehanna, 2003). Arasidonik asit biyokimyasal doniisiim yollarina tabi
tutulur. Birinci asamada lipooksigenaz enzimi tarafindan yag asitlerinin hidrolizasyonu
gerceklesir. Leukotrieneler ad1 verilen bir grup olusumu ile sonuclanir. ikinci asama
siklooksijenaz denilen (COX) bir enzim tarafindan prostaglandinleri vermek {izere
oksijenasyon ve siklizasyon siireci igerir. Bu prostaglandinlerden bazilari izole edilmis

ve belirlenmistir. PGE,, PGF,, PGl, gibi kisaltilmig isimler verilerek gorsterilirler
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(harfler biyosentezi siirecinin gesitli ara triinleri ve verilen indisler molekiildeki ¢ift
baglarin sayisint gosterir). Siklooksijenaz enzimi arasidonik asiti bagka bir siklik tiriin
olan ve (TXA) tromboksana doniistiiriir. Prostaglandinlerin ¢esitli biyolojik etkileri
vardir;, PGE ve PGF agr1 dokularda agriya olan duyarliligi arttirmakla sorumludur.
Prostasiklin olarak adlandirilan PGI, trombositlerin pihtilasma islemlerini inhibe
etmekle gorevli iken, TXA; trombositler tizerinde PGI, nin tersi etkiye sahiptir. Hem
PGE hemde PGF midede musin olarak bilinen polisakkaritlerin salgilanmasini uyarir.
Bu polisakkarit, HCI ve pepsin enziminin etkilerine kars1 dogal bir koruyucu ajan gibi
davranir. Bu, NSAII sinifi ilaglarmin iilsere kars: etkili (iilserojenik) dzelliklerini agiklar
(Mehanna, 2003).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tiyoller mutasyonlarin ve kanser olusumunun 6nlenmesinde 6nemli gorevleri
olan bilesiklerdir. Belli mekanizmalar 6rnegin, antigenotoksik ve antioksidant
aktivitelerin kanserogenezin ilk olusumunda, gelisiminde ve son asamasinda iligkili
olabilecegi ve GSH’un tumdr gelisimini Onleyici etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (De Flora ve ark., 1991).

Yapilan laboratuvar deneylerinde, intraperitonal olarak verilen kanserojen
urethan bilesiginin olusturdugu timor yapisinin, enjeksiyondan 15 giin 6nce diyetlerine
eklenen N-acetil-L-sistein’in (NAC) 4 ay sonra akciger tiimorlerinde azalmaya neden
oldugu ifade edilmistir. Ayn1 deney diizeneginde NAC’ in karaciger hiicrelerinde GSH
sentetaz aktivitesini arttirdig1 ve Kolon kanserine karsi koruyucu etkisinin var oldugu
gosterilmistir (De Flora ve ark., 1991).

Sato ve arkadaglarinin (1998), insan pankreatik asinar hiicre kiiltiirleri tizerinde
yaptiklar1 calismada, elektrofilik dietilmalat uygulamasi sonucunda sistin transportunun
ve hiicrelerde en ¢ok konsantrasyaona sahip tiyol bilesigi olan GSH’m intraseliilar
seviyelerinin arttigini1 rapor etmislerdir. Pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin
hiicrelerinde goriilen hastaliklara karsi ortaya konulan inflamatuar yanitin sorumlusu
olarak GSH diizeyini gostermislerdir.

Tiyol grubu i¢eren (-SH) sistein ve tiirevleri ile yapilan epidemiyoloji temelli bir
calismada, —SH grubuna sahip bu aminoasitlerin meme kanseri hiicreleri tizerindeki
olas1 etkilerini arastirmislardir. 1989-1996 yillar1 arasinda 712 meme kanserli hastada
yapilan calismada, sistein ve tlirevlerinin meme kanserinde koruyucu bir etkiye sahip
oldugu, yiiksek plazma sistein konsantrasyonunun meme kanserine yakalanma riskini
azalttig1, bir sistein tiirevi olan ve antikanserojenik ve antigenotoksik 6zellik gosteren
N-asetil sistein’in (NAC) kanserogenez yolunun g¢esitli basamaklarinda etkin rol
oynayabilecegini ortaya koymuslardir (Zhang ve ark., 2003).

Kune ve arkadaslarmin (1988) calismalarinda, NSAII kullanim1 ve kolorektal
kanserler ile ilgili yapilan ilk epidemiyolojik c¢aligmalardan olup diizenli aspirin
kullanicilarinda, kolon kanseri goriilme sikliginda % 40-50 lik bir azalma

gbzlemlemislerdir.
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Rosenberg ve ark. (1991), 4891 kontrol ve 1326 kolon kanseri hastasi {izerinde
hastane verilerine dayanilarak yapilan galismada, NSAIl kullanimi ile kolon kanseri
arasindaki iligkiyi incelenmislerdir. Arastirmacilar, steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaclarn (NSAIl) kemirgenlerde prostaglandin sentezini ve kolon tiimdr biiyiimesini
engelledigini belirtmislerdir. Mevcut veriler siirekli NSAII kullanimmin kalin barsak
kanserini azalttigmi destekler niteliktedir. Bir yi1l boyunca diizenli NSAII kullanan
hastalarda NSAII kullanim siiresinin artmasi, kansere yakalanma riskinde azalmaya
sebep oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmadig1 goriilmiistiir.
En azindan bir yi1l boyunca diizenli NSAII kullanmayanlar ve diizensiz kullananlarda
kansere yakalanma riski arasinda bir iliski bulunmamustir.

Thun ve arkadaslar1 (1991), aspirin ve NSAIl’lerin kolon kanserini yani sira
diger gastrointestinal kanserleri de Onledigini gostermistir. Genis kapsamli ve uzun
stireli bu ¢alismada, aspirin kullanma siireleri ve sikliklar1 bilinen 635031 yetiskin
iizerinde yapilan arastirmalarla 6liimciil kanserler ve aspirin arasinda bir iligki oldugunu
belirlemislerdir. Buna gore, siklikla aspirin kullanan kisilerde 6zefagus, kolon, mide ve
rektum kanserlerinden 0liim oranlarmin kullanmayanlara gore daha diisiikk oldugunu
belirtmislerdir. Buna ragmen diger kanser tiirlerinde boyle bir etki goriilmedigi ifade
edilmistir (Thun ve ark., 1991).

Epidemiyolojik calismalara gore, pankreas ile ayn1 embriyonik tabakadan olusan
kalinbarsakta da beslenme aligkanligina bagli olarak (kolon) kanseri gelisimi hizla
artmakta olup, epidemiyolojik bulgular uzun siireli aspirin kullaniminin kalinbarsak
(kolon) kanseri olusum riskini yaklasik % 50 oraninda azaltabilecegini ortaya
koymaktadir (Elder ve ark., 1997).

Wong ve ark. (1999) tarafindan, en az bir yil boyunca, ayda 16 defa ya da daha
faza aspirin kullananlarda, kullanmayanlara kiyasla 6zefagus, kolon, mide ve rektum
kanserlerinden 6liim orani %40 daha az oldugunu, riskin azalma egiliminin on y1l veya
daha uzun bir siiredir aspirin kullanan kisilerde daha da fazla oldugu ifade edilmistir
(Wong ve ark., 1999). Finlandiya ve Isve¢’te yapilan benzer calismalarda, yiiksek
aspirin ve diger NSAII dozlarmin mide ve kolorektal kanseri riskini azalttigmi1 buna
ragmen rheumatoid arthritis hastalarindaki Ozefagus kanseri riskini azaltmadig:

saptanmustir (Wong ve ark., 1999).
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Giovannucci (1999) yaptigi ¢alismada, steroidal olmayan (non-steroid) bir kisim
anti-inflammatuar ajanlarin (NSAIQ) ve aspirinin kolorektal kanseri ve muhtemelen
ekzokrin pankreas kanserini inhibe edilebilecegini ifade etmistir.

Insanlardaki diger epidemiyolojik calismalarda, nonsteroid antiinflammatuar
ilaglarm (NSAII) kolorektal kansere karsi koruyucu bir etkiye sahip olduguna
deginilmistir. NSAII kullanan hastalarda, kolorektal kanser goriilme oraninda %50 den
fazla bir azalma oldugu, bircok vakada NSAII ile tedavi edilen ailevi adenomatoz
polipozis hastalarinda poliplerin geriledigi belgelenmistir (Perugini ve ark., 2000).

Perugini ve ark. (2000), insan pankreas kanseri kiiltiir hiicreleri (BxPC3 ve
PANC-1) iizerinde bir aspirin metaboliti olan sodyum salisilat ile yaptiklar1 ¢aligmada,
sodyum salisatin hiicre proliferasyonuna ve GI-S hiicre dongiisii kontroliine olan etkisini
arastirmislardir. Bu arastirmaya gore sodyum salisilat, pankreas kanseri kiiltiir
hiicrelerinde, hiicre dongiisiinii Gl fazinda tutmasiyla bu hiicrelerin proliferasyonunu
inhibe ettigi ortaya konulmustur. Bu etkiler, hiicre G1 fazinda iken hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi i¢in gerekli bir protein olan siklin D1’ in ifadesinde bir azalma ile iligkilidir.
Bu etki, sodyum salisilatin prostaglandin E; {iretimini inhibe etmesi nedeniyle degildir.
Bu nedenle NSAIl’lerin kemopreventif etkisinin kolorektal kanseri ile smirl
olmadigmi, pankreas kanseri neoplazmlar1 dahil olmak iizere diger tiimorler icin de
genellestirilebilecegini desteklemektedir (Perugini ve ark., 2000).

Yapilan bir diger calismada, aspirin ve bagh oldugu ilag grubu olan NSAIii’lerin
hiicrelerde apoptosisi uyardigi, NSAID ailesinin anti-timor etkisi i¢in  6nemli
mekanizmalardan birinin hasarli hiicrelerde apoptosizi uyarmasi sonucu olustugu ileri
strtilmistir (Zhou ve ark.,, 2001). Aym c¢alismanin sonug¢larma gore aspirin ve
indometacinin mide kanser hiicrelerinde anti-tiimor yanitina, bax ve bak proteinlerinin
sentezindeki artis ve kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla aracilik ettigini gdstermektedir.

Bir aspirin metaboliti olan salisilat ile yapilan bir ¢alismada, DMBA ile
olusturulan mutasyonlar sonucu meydana gelen gogiis kanseri doku kiiltiir hiicrelerinde
2.5 mM ile maksimum 3.0 mM konsantrasyona sahip salisilat uygulanan kanser doku
kiiltiiri hiicrelerinde anlamli inhibisyonlar olustugunu ortaya koymustur. Elde edilen bu
sonu¢ Ve daha Once yapilan klinik, epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalar, aspirinin
g06gis kanserini Onleyici etkileri olabilecegini destekler niteliktedir (Abbadessa ve ark.,
2006).
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Yildiz ve arkadaglar1 (2008), c¢alismalarinda elde ettikleri bulgular sonucunda
aspirinin uzun siireli rutin kullaniminin ekzokrin pankreasta azaserin enjeksiyonu ile
meydana getirilen ve adenoma ile adenokarsinomasmin Oncii fokuslari oldugu
gosterilen (Oztas, 1993) AAHF lar1 inhibe ettigini ne siirmiisler, ancak bu konuda daha
detayl1 ve uzun siireli caligmalara ihtiya¢ duyulmakta oldugunu ifade etmislerdir.

Barnes ve Lee (1998), fare modelleri tizerinde yaptiklari deneyde diisiik (250
ppm) ve yiiksek dozaj (500 ppm) aspirin kullanmislardir. Yiiksek dozajli aspirin
kullanimmin etkili oldugu gosterilmisglerdir. Ayni arastirmacilarm siganlarda 1,2-
dimethylhydrazine (DMH) ile olusturulmus kolon kanseri tizerinde 500 ppm’lik dozaj
ile yaptiklar1 deneyde, aspirinin timor goriilme oranini ve hacmini azalttigini tespit

etmislerdir (Barnes ve Lee, 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlarn

Bu arastrmada Wistar Albino ki erkek siganlarin ekzokrin pankreas asinar
hiicrelerinde deneysel olarak meydana getirilen neoplastik degisimlerin incelenmesi
amaciyla Longnecker ve Curphey (1975) tarafindan gelistirilen azaserin-sigan modeli
kullanilmistir.

Aragtirmada agirliklar1 14-26 g arasinda degisen 2 haftalik 144 adet Wistar
Albino erkek sigan kullanildi. Siganlar, her grupta 12 adet olmak tizere 12 farkli gruba
ayrildi. Deney gruplar1 Kontrol 6 ay (Kon6), Kontrol 12 ay (Konl2) , Azaserin 6 ay
(Az6), Azaserin 12 ay (Az12), Azaserin ASA 200 ppm 6 ay (AzAs206), Azaserin ASA
400 ppm 6 ay (AzAs406), Azaserin ASA 200 ppm 12 ay (AzAs212), Azaserin ASA
400 ppm 12 ay (AzAs412) ve ASA 200 ppm 6 ay (As206), ASA 400 ppm 6 ay (As406),
ASA 200 ppm 12 ay (As212) ve ASA 400 ppm 12 ay (As412) olmak iizere oniki gruba
ayrildi. Ayr1 ayri kafeslerde gruplar halinde bulunan hayvanlardan kontrol ve azaserin
kontrol gruplar1 (Kon6, Konl2, Az6 ve Az12 ) standart pellet sigan yemi ve su ile ad
libitum olarak beslendiler. ASA gruplar1 (AzAs206, AzAs212, As206 ve As212) 200
ppm’lik asetilsalisilik asit ile (AzAs406, AzAs412, As406 ve As4l2) 400 ppm’lik
asetilsalisilik asit katkili standart sican yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Ozel
sican kafesleri igerisinde en ¢ok 4’erli gruplar halinde tutulan hayvanlara, diizenli
biyolojik ritimlerinin saglanmasi amaciyla ortalama 24°C oda sicaklig1 ve 12 saat yapay
151k ve 12 saat karanlik uygulandi. Onlerinde daima gruplarina uygun yem ve su
bulundurulmustur.

2 haftalik erkek siganlara, pankreatik kanserogenesizin olusumu i¢in, haftada bir
kez olmak tizere toplam {i¢ hafta boyunca karin boslugundan (intra peritonial) azaserin
enjeksiyonu (30 mg/kg vuciit agirligi) yapildi. Enjeksiyonlari tamamlanan hayvanlar, en
cok 4’1ii gruplar seklinde ayrilarak deney gruplari olugturulmustur.

Histolojik ¢aligmalar i¢in kullanilacak pankreaslar, 6 ve 12 aylik deney siireleri

sonunda bir biitiin olarak ¢ikarilmistir. Pankreaslar %10’luk formol ¢6zeltisi igerisinde
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tespit islemine tabi tutuldu. Pankreas preparatlarinda tiim organ ylizeyinin taranmasina
olanak saglamak amaciyla, aliman pankreaslar mantar yiizey iizerine yayilarak tespit ve
dehidrasyon islemleri uygulanmistir. Pankreaslarda olusturulan kanser fokuslarinin
incelenmesi amaciyla formalin ile fikse edilen dokulara literatire uygun olarak
(Longnecker ve Curphey, 1975) Hematoksilen ve Eosin (HXE) boyama islemleri
uygulanmustir.

Biyokimyasal deney c¢alismalarinda kullanilmak iizere, deney hayvanlarindan
pankreas, bobrek ve karacigerler bir biitiin olarak elde edilmistir. Alinan pankreas,
bobrek ve karacigerler, laboratuvardaki deneysel ¢alismalarda kullanilmak {izere -60 °C
de muhafaza edilmislerdir. Elde edilen bu dokularda serbest —SH ile proteine bagli —SH
konsantrasyonlarinin 6lgiilmesi isleminde Sedlak ve Lindsay’in (1968) kullandigi deney
prosediirii izlenmistir.

Deney hayvanlarmin viicut agirliklar: ile bir biitiin olarak ¢ikarilan pankreas,
bobrek ve karaciger organlarmin agirhik 6l¢iimii yapilarak elde edilen veriler istatistiksel

analizde kullanilmak {izere kaydedilmistir.

3.1.2. Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasallar asetilsalisilik asit, 5,5-Ditiobis (2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) Fluka Bio Chemika Switzerland, triklorasetik asit (TCA) Merck
Germany, Eosin ve metanol Carlo Erba, trizma base, Hematoksilen ve azaserin Sigma
Chemical Co. USA temin edilmistir. Doku homojenatlarmin hazirlanmasi islemleri IKA
Labourtechnik T25 Basic marka homojenizator ile yapildi. Spektrofotometrik 6lgtimler
icin ise Shimadzu UVmini 1240 marka ve modelli spektrofotometre cihazi kullanildi.
Eppendorf tiip santrifiij Hettich mikro 200, - 60 °C derin dondurucu olarak Snijders
Scientific /Holland, preparat incelemelerinde Olympus BX50 arastirma mikroskobu ile
birlikte Olympus DP12 fotograf makinesi ve uygulama yazilimi olarak Olympus
V.01.03 kullanild1.
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3.2. Yontem

3.2.1. Doku Orneklerinin Alinmasi

6 ve 12 aylik deney siiresinin sonunda tiim erkek siganlara servikal dislokasyon
uyguland1 ve abdominal diseksiyonla karmn bosluklarina ulasildi. Gogilis kafesi
icerisinden kalbin ventrikiillerine enjektor ile ulasilarak kan alindi. Bu islem sonrasinda
hizli bir sekilde karaciger, bobrek ve pankreaslar bir biitliin olarak c¢ikarildi. Tim
cikarilan organlar, agirlik Ol¢iimlerinin yapilmasinin ardindan %0,9’luk NaCl
soliisyonunda yikanip kurutma kagidi ile hafifce kurutulduktan sonra -60 °C deki derin

dondurucuya uygun deney tiipleri igerisinde konuldular.

3.2.2. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Gruplara ayrilmis olan her bir sicanin doku Ornekleri — 60 °C dondurucudan
disar1 ¢ikarildi. 100 mg’lik pargalar kesilerek oda sicakliginda bekletilerek ¢6ziinmeleri
saglandi. Homojenize edilecek doku Orneklerinden alinan 100 mg’lik dokular cam
tiiplere konuldu. Alinan bu 6rneklerin tizerine 2000 pl Tris-HCI pH 8,2 ilave edildi ve
doku ornekleri homojenizatorde homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri sirasinda
1s1 nedeniyle meydana gelebilecek —SH grubuna yonelik hasarlar1 6nlemek amaciyla

tiim bu islemler buz lizerinde yapildu.

3.2.3. Dokulardan serbest —SH ve proteine bagh —SH ol¢iimleri

Dokulardaki serbest —SH ve proteine bagli -SH konsantrasyonunun 6lgiilmesi
amaciyla karaciger, pankreas ve bobrek dokularindan ayri ayri1 drnekler alinarak daha
onceden Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan kullanilmis olan asagidaki deney
prosediirii uygulanmistir. Bu deney prosediiriine bagl olarak, dokulardaki total ve
serbest —SH degerleri Olgiilmistiir. Proteine baghh —SH degerleri, total —SH

degerlerinden serbest —SH degerlerinin ¢ikarilmasi sonucu hesaplanarak bulunmustur.
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3.2.4. Homojenizasyon

e -60 °C’de dondurulmus olan dokularin bir kismi alinarak kendiliginden erimeleri
beklendi

e Bu doku pargalarindan 100 mg alindi ve cam tiiplere koyuldu

e Uzerine 2 ml Tris-HCI pH 8.2 ilave edildi

e Doku 6rnegi 2 ml Tris-HCI igerisinde homojenize edildi. Homojenizasyon
sirasinda dokularin asir1 1sinmast Onlenerek hiicresel hasar meydana gelmesi

Onlendi.

3.2.5. Serbest —SH Ol¢iimii

e Homojenize edilmis doku homojenatindan 400 pl alindi

e Homojenatin iizerine %10’ luk TCA dan 400 ul eklendi ve karistirildi

e Karisim, 10000 rpm de 5 dk santrifiij edildi

e Siirenatandan 400 pl alind1 ve temiz cam tiiplere aktarildi

e Siipernatantin tizerine 1550 ul Tris-buffer pH 8.9 eklendi

e Sonolarak 150 mM lik DTNB ¢6zeltisinden 50 pul eklendi

e Tiip icerigi iyice karistirildi

e Seri bir sekilde tiip icerisinden 1 ml alnip spektro kiivetine aktarildi ve

spektrofotometre ile 410 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapildi.

Kor tiipliniin hazirlanisi sirasinda ayni basamaklar izlendi ancak DTNB yerine 50 pl

Tris-HCI pH 8,9 ilave edildi.

3.2.6. Total —SH Olg¢iimii

e Doku homojenatindan 80 pl alindi ve eppendorf tiiplere dolduruldu

e Uzerine 270 ul Tris pH 8.2 eklenip karistirild
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e Karisima 150 mM lik DTNB ¢6zeltisinden 50 pl eklendi ve iyice karistirildi

e Bunun iizerine 1600 pl metanol ilave edilerek tekrar karistirildi

e igerik 10000 rpm de 5 dk. boyunca santrifiij edildi

e Siipernatanttan 1 ml alinip spektro kiivetine aktarildi ve spektrofotometre ile 410

nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

Kor tliptiniin hazirlanig1 sirasinda ayni1 basamaklar izlendi ancak DTNB yerine 50 pl

Tris-HCl1 pH 8,2 ilave edilerek hazirlandi.

3.2.7. istatistiksel Analiz:

Calismada Student- Newman-Keuls Multiple Comparasion istatistiksel analiz
(ANOVA) yontemi uygulanmistir (ProStat versiyon 5.04 for Windows). Testler,
istatistiksel bilgi yontemine dayali olarak yiiriitilmiistiir. Tiim testler besli 6rneklerle
uygulanmistir. Deney sonuglarmin aritmetik ortalamasi ve + standart sapmasi almarak
verilmistir ve p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak dnemli kabul edilmistir.

Pankreastaki atipik asinar hiicre fokuslarnin o6zelliklerinin (mmz’ye diisen
AAHF, mm®e diisen AAHF, ortalama fokus ¢api, ortalama fokus hacmi ve AAHF
biiyilikliigiiniin tiim pankreas biiytlikliigline % orami ) saptanmas1 amaciyla matematiksel
bir formiil uygulanmis olup (PTSDC; Planar To Spatial Data Converter by Anthony
FLAKS, 1988) elde edilen degerler Cizelge 4.1.’de gbsterilmistir.

Tim gruplara ait istatistiki kiyaslama yapilabilmesi amaciyla detayl istatistik

tablolar1 Ek 1°de verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Calismamizda 6 ve 12 aylik deney siireleri ve 200 ile 400 ppm dozaja sahip
ASA igerikli yem kullanilarak, 12 farkli gruba ayrilan toplam 144 sigan kullanildi.
Azaserin enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda (Az6, AzAsp206, AzAsp406, Azl2,
AzAsp212 ve AzAsp412) AAHF’larinin olustugu, kontrol gruplari ve yalnizca
asetilsalisilik asit uygulamasi yapilan gruplarda (Kon6, Asp206, Asp406, Konl2,
Asp212 ve Asp412) ise AAHF olusmadigi gozlendi. Deney siireleri sonunda tiim
gruplarin karaciger, bobrek ve pankreas dokularmdaki serbest —SH ve proteine baglh —

SH degerleri arastirildi.

4.1.1. Viicut Agirhklan

6 aylik deney siiresine tabi tutulan deney gruplarinda Kon 6 ve Az6 gruplari
arasinda bir fark bulunamamistir ancak AzAs206 grubu bireylerin ortalama viicut
agirhiklar1 Az6 grubundan 6nemli 6lgiide diisiik bulunmustur. 12 aylik deney siiresine
sahip gruplarda Az12 grubu bireylerin ortalama viicut agirliklar1 Konl2 grubuna gore,
AzAs212 grubu bireylerinin ortalama degerleri de Az12 grubuna gore daha diisiik
oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.12.).

Vuciit agirliklar1 ile pankreas, karaciger ve bobrek agirliklarmna ait verilere

iligkin detaylar Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

4.1.2. Pankreas Agirhklan

Deney gruplarmin ortalama pankreas agirliklar1 incelendiginde 6 aylik deney
sliresine sahip Kon6, Az6, AzAs206 ve AzAs406 gruplarmn ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir. 12 aylik ortalama degerleri incelendiginde

Az12 grubunun Konl2 grubundan daha disiik ortalama pankreas agirligina sahip
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oldugu, AzAs212 grubunun ise Az12 grubundan daha yiiksek pankreas agirligina sahip
oldugu goriildii (Sekil 4.13.).

4.1.3. Karaciger Agirhiklan

6 aylik ortalama karaciger agirliklar1 incelendiginde Kon6 ve Az6 gruplari arasinda
onemli bir fark goriilmemistir. AzAs406 grubu ortalama degerleri AzAs206 grubu
degerlerinden daha diisiik bulunmustur. 12 ay deney siireli Az12 ortalama degerleri
Konl2 grubundan, AzAs212 ortalama degerleri de Az12 ortalama degerlerinden daha
diisiik bulundu. Ancak AzAs412 ortalama degerlerinin AzAs212 ortalama degerlerinden
daha yiiksek oldugu goriildi (Sekil 4.14.).

4.1.4. Bobrek Agirhiklan

Bobrek ortalama agirliklar: incelendiginde Az6 degerlerinin Kon 6 dan diistik
oldugu, As406 degerlerinin ise As206 degerlerinden yiiksek oldugu goriildii. 12 aylik
deney siireli Az12 degerleri Konl2 degerlerinden diisiik ve As412 degerleri ise As212
degerlerinden yiiksek olduklar1 goriildii (Sekil 4.15.)

4.1.5. Histoloji Bulgulan

6 ve 12 aylik deney siireleri boyunca siganlarm saglikli olduklar1 gézlemlendi.
Deney siireleri sonunda yapilan otopside pankreas ve karacigerlerde makroskobik
olarak goze carpan herhangi bir degisim goriilmemistir. 6 ve 12 aylik deney siireleri
sonunda pankreaslar1 ¢ikarilan hayvanlarda atipik asinar hiicre fokuslarmin (AAHF)
mikroskobik tayini ve kantitatif miktar degerlendirmesi i¢in, hematoksilen-Eozin boyasi
kullanildi. Mikroskobik incelemeye tabi tutulan pankreaslarda azaserin ile muamele
edilen tiim gruplarda (Az6, AzAsp206, AzAsp406, Az12, AzAsp212 ve AzAsp412)
farkli oranlarda atipik asinar hiicre fokuslarma (AAHF) rastlanirken yalnizca ASA
verilen (Asp206, Asp406, Asp212 ve Asp412) ve kontrol olarak kullanilan gruplarda
(Kon6 ve Konl2), AAHF’lar1 goézlenmedi. Degerlendirme sonucunda azaserin

enjeksiyonu yapilan tiim gruplar incelendiginde yalnizca Az12 grubu pankreasinda
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atipik asinar hiicre nodiili (AAHN) go6zlendi. Diger gruplarda atipik asinar hiicre
nodiilii, adenoma veya adenokarsinomaya rastlanmamaistir. Kontrol grubuna ait normal

gOrliniimlii zimojen graniil igeren asinar hiicreler sekil 4.1.de verilmistir.

4.1.5.1. Sican Pankreaslarinin Histopatolojik ve Kantitatif Analizleri

Kontrol grubuna ait normal gériinimlii sican pankreasma ait fotograf sekil
4.1.’de verilmistir. Pankreasin salgi bezi 6zelligine sahip ekzokrin bdliimiiniin loblarla
boliinmiis oldugu goriilmiistiir. Ekzokrin pankreasin asinar hcrelerden meydana geldigi
ve her hiicre biriminden salg1 kanallar1 vasitasi ile salgilarini bosalttiklar1 bilinmektedir.

Zimojen graniillerin bulundugu asinar hiicre sitoplazmasi bu sebepten 6tiirii eozinofilik

boyanma karakterindedir. Ancak niikleusun yer aldigi kenar kisimlarmin bazofilik

Sekil 4.1. Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmamis kontrol grubu siganlara ait

pankreas asinar hiicreleri. Langerhans adaciklar1 goriintimii (&), HXE.
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boyanma 0zelligi gosterdigi goriilmiistiir. Genel olarak yuvarlak bi¢cimli diizglin bir
nukleus, belirgin kromatin ve nukleoluslu asinar hiicrelerin bazal bolgesinde yer alir.
Pankreasin endokrin 6zellige sahip adaciklar1 (Langerhans Adaciklari, %) diizgiin
bi¢imde boyanmis olup herhangi bir yapisal bozulma olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.1.).

Mikroskop incelemelerinde, Az6 grubu siganlara ait pankreasta goriilen atipik
asinar hiicre fokusu (AAHF), fenotipik olarak c¢evrelerindeki normal parankimi
olusturan asinar hiicrelerinden belirgin bir sekilde ayrilmaktadir (kesikli ¢izgiler).
Neoplastik gelisime bagl olarak fokus icerisinde farkli biiyiime kapasitelerine bagl
olarak gelisen yeni bir fokus meydana gelmistir (%). AAHF’ nun smirlar1 belirgin

olmasina ragmen herhangi bir bag doku ile sinirlanmis degildir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2.  Az6 grubu sigan pankreasina belirgin sinirlart olan sahip asidofilik 6zellikte
AAHF u (kesikli gizgiler) ve farkli gelisim hizmna sahip diger bir AAHF (%)

goriniimi, HxE.
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AAHF’u hipertrofik 6zellige sahip, sitoplazmada icerdikleri zimojen graniil
iceriklerinin daha yogun oldugu ve artmis asidofilik 6zellikleri sayesinde daha koyu
boyandiklar1 gézlenmistir (Sekil 4.3.).

Az6 grubu sicanlarin pankreaslari incelendiginde, azaserin uygulamasi
sonucunda atipik asinar hiicre fokuslarmin (AAHF) meydana geldigi gorilmiistiir.
Bunun yaninda asinar hiicrelerin olusturdugu lob yapisinda belirgin bozulmalar, asinar
hiicre sitoplazmasinda ve zimojen graniil miktarinda materyal kayiplarinin meydana

geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3.  Az6 grubu si¢anlarin asinar hiicrelerinde olusan ve lob yapisinda meydana

belirgin bozulmalarm goriiniimii (k ), HXE.
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Az12 grubu hayvanlarin pankreaslarinda diger gruptakilerden daha biiytlik
AAHF’lar1 oldugu goriildii. Belirgin bir sekilde diger asinar hiicre yapilarindan ayirt
edilebilen fokus yapisi belirli bir bag dokusu ile smirlandirilmamis ve cevresindeki

dokuya herhangi bir invazyon meydana gelmemistir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).

Sekil 4.4.  Az12 grubu bireylerin pankreaslarinda goriilen bir AAHF. Belirgin olarak
etrafindaki saglikli dokudan ayrilabilen, sinirlar1 belirgin ve invazif

karakterde olmayan bir goriiniime sahiptir (kesikli ¢izgiler), HXE.

Az6 grubunda oldugu gibi Az12 grubu si¢anlarin pankreasinda da saglikli asinar
hiicre yapisinin yaninda yer yer bozulmalar meydana gelmis asinar hiicre yapilari tespit
edilmigtir. Hasara ugramis bol miktardaki lobiiler yapilarin yan1 sira ¢ok miktarda salgi
kanallar1 goze garpmaktadir. Bu yapilar gelismekte olan doku kaybmin bir habercisi
(nekroziz) ya da kanalst (duct-like) yapilardan meydana gelen lezyonlarin onciilleri
olabilir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. Az12 grubu siganlarin pankreaslarinda goriilen bir AAHF (kesikli
cizgiler), HXE.

Sekil 4.6. Az12 grubu siganlarin pankreaslarinda saglikli asinar hiicreler (oK) ile bir
arada goriilen, hasarli asinar hiicre toplulugu ve salgi kanallar1 iceren lob

yapist gortiiniimii (X), HXE.
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Azaserin uygulamasindan sonra ASA uygulanan 6 aylik sicanlarda da (AzAs206
ve AzAs406) ¢cok yogun olmamakla birlikte asinar hiicre degisimleri meydana gelmistir.
Bu degisimler arasinda AAHF’lar, asinar hiicre lobiillerinde meydana gelen bozulmalar
ve bazofilik 6zellikte asinar hiicre fokusu goriilmiistiir. 6 aylik deney siiresi sonucunda
meydana gelen AAHF’lar1 etrafindaki saglam dokulardan belirgin sekilde ayirt
edilebilir yapida ancak 12 aylik gruplarin fokuslarina gore daha kiiciik alan ve hacimlere
sahiptirler (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7.  AzAs206 grubu siganlara ait belirgin bir smnir1 olan ancak invazif karakterde
olmayan 12 aylik azaserin gruplarina gére daha kiigiik bir AAHF (kesikli
cizgiler), HXE.

AzAs406 grubu sicanlarin  pankreas goriintiileri saglikli  dokular ile
kiyaslandiginda belirgin bir diizeyde hasara ugramis asinar hiicre yapilari
goriilmektedir. Hiicreler sitoplazma kayiplaria ugramis, doku iginde yer yer bosluklar
meydana gelmis ve zimojen graniilleri agisindan oldukg¢a fakir oldugundan soluk bir
goriliniime sahip olmuslardir (Sekil 4.8.).

Bazofilik yapidaki fokus hiicrelerinin pleomorfik 6zellikte niikleuslara sahip
olduklar1 ve niikleuslarinda karyoreksis meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.9. ve
Sekil 4.10.)
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Sekil 4.8. AzAs406 grubu siganlarn normal asinar hiicreleri (A) ve azaserin

uygulamasi sonucu doku hasar1i meydana gelmis lob yapilar1 (B ve C), HXE.

Sekil 4.9. AzAs406 grubu siganlarda azalan zimojen graniil sayis1 nedeniyle solgun

goriinlime sahip bazofilik fokus (kesikli ¢izgiler), HXE.
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Deney siiresi sonucunda azaserin ve ASA uygulanan siganlarm tiimiinde
mikroskobik inceleme sonucunda AAHF’lar1 goriilmektedir. 12 aylik siganlarin
ortalama fokus cap ve ortalama fokus hacimlerinde diger gruplara oranla istatistiki bir
artis olmustur. 12 aylik AzAs212 ve AzAs412 gruplarinda asidofilik ve bazofilik
nitelikte fokuslar gézlemlenmistir. Fokuslar etraflarindaki saglikli dokulardan belirgin
bir sekilde ayrilmaktadir (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.).

Sekil 4.10. Sitoplazma igerisindeki azalan zimojen graniilleri, fokuslarmn saglam
dokulara gore daha soluk boyanmigs bir goriinime sahip olmasini

saglamustir. AzAs212 grubuna ait bazofilik fokus (kesikli ¢izgiler), HXE.
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Sekil 4.11. Zimojen graniil yonden zengin, asidofilik boyanmis bir AAHF (AzAs412
grubu) (kesikli ¢izgiler), HXE.

4.1.5.2. Atipik Asinar Hiicre Fokuslar1 (AAHF) ve Bunlarin Kantitatif analizleri

Herhangi bir kimyasalla muamele edilmeyen kontrol gruplarinda (Kon6 ve
Konl12) atipik asinar hiicre fokusuna rastlanmamistir. Ancak azaserin verilen gruplar
(Az6 ve Az12) ile azaserine enjekte edilmis ASA uygulanmis sigan gruplarinda
(AsAz206, AsAz406, AsAz212 ve AsAz412) atipik asinar hiicre fokuslarina
rastlanmistir. Ancak, siganlarda atipik asinar hiicre adenomasi veya adenokarsinomasina
rastlanmamustir.

Alt1 ve oniki aylik deney siiresi sonunda tiim deney gruplarinin pankreaslari,
atipik asinar hiicre fokuslari (AAHF) bakimindan histolojik ve kantitatif olarak
degerlendirilmeye alindiginda kontrol gruplarinda (Kon6 ve Konl2) herhangi bir

AAHF’larmna rastlanilmamigtir. Alti aylik deney gruplarindan yalnizca azaserin
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uygulamasi yapilan deney grubu ile (Az6) azaserin yaninda 200 ve 400 ppm’lik ASA
verilen deney gruplarinin (AzAs206 ve AzAs406) AAHF yiikii karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli sayilacak bir fark bulunmamustir.

Oniki aylik deney siireli Az12 grubunun 6 aylik Az6 deney grubu ile
karsilastiriimasi sonucunda tiim kantitatif parametrelerde (mm®’e diisen AAHF miktari
hari¢c) AAHF yiikiiniin arttig1 gorilmistiir.

ASA’in, deneysel olarak meydana getirilen AAHF’lar1 {izerindeki etkisi
incelendiginde AzAs212 grubuna ait AAHF yiikiiniin kantitatif olarak azalma gosterdigi
(mm*’e diissen AAHF miktar1 hari¢) ve bu azalmanm istatiksel olarak 6nemli derecede
gerceklestigi goriilmiistiir (mmz’ye diisen AAHF miktar1 harig). Kantitatif sonuglara
gore AAHF yiikiindeki azalmanin AzAs212 grubuna gore AzAs412 grubunda daha
fazla oldugu ve mm*’e diisen AAHF miktar1 hari¢ diger tiim kantitatif parametrelerde
istatistiksel olarak 6nemli derecede bir azalmanmn var oldugu goriilmiistiir (Cizelge

42).
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Cizelge 4.1. Alt1 ve 12 ay deney siireleri uygulanmis deney gruplarina ait siganlarin ortalama viicut agirliklari ile pankreas,

karaciger ve bobrek agirliklar: (Ortalama + Standart Sapma). p<0,05
GRUPLAR Kon6 Az6 || AzAs206 | AzAs406 | As206 As406 Kon12 Az12 || AzAs212 | AzAs412 As212 As412
Viicut
285,7 251,5% 226,5% 191,9%@ 201,1%@ b 276,2°° 324,3° 235,9%% || 260,50
Agriklar (g) || 2227187 4362 | <288 +13.9 +10,9 1003 || 300342883247 L2441 7, 15 g +88 +153 || +1572
Pankreas 0.85%+ 0.0 0,88°®
+ + + + anay ) +0, i by bb . bb . ) bb (1
Agirhiklari (g) 1,07+0,1|{1,22+0,1|| 1,26+0,1 || 1,24+0,2 ||0,79™+0,1 6 1,11+0,2 || 0,44°+0,1 (/1,28 +0,1|| 1,29 +0,1 + 0,06 0,96 s
Karaciger . " . 7 ggth 7 68
+ + + pea 4 a4 a4 + + + + ' '
Agirhklar (g) 7,84+1,03|| 8,84+1 || 831+0,7 ||6,19% +0,5(|6,67 % +0,46,69°° + 0,5 11,2+1,2 || 9,46°+0,7 ||7,06°®° + 0,6/ 9,78°+0,8 to7 104
Bobrek 1 958
. 1,78+0,2 ||1,53°+0,1|| 1,483+ 0,1 (/1,372 + 0,09 1,45°+0,1 || 2,28+0,2 || 1,98°+0,1 || 1,88°+0,1 || 1,92°® + 0,1 ||1,57°%*+ 0,1//1,62°% +0,1
Agirhiklar (g) +0,05

aa
daa

bb
bbb

Kon6 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup
Az6 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup
Hem Kon6 hemde Az6 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

Konl2 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup
Az12 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

Hem Konl2 hemde Az12 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

14
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Cizelge 4.2. Azaserin enjeksiyonu ile meydana getirilmis AAHF lar1 iizerinde ASA’in inhibisyon etkisinin karsilastirilmasi

amaciyla tlim gruplara ait kantitatif fokus degerleri (Ortalama deger + standart sapma) p<0,05
GRUPLAR Kon6 Az6 AzAs206 | AzAs406 | Konl2 Az12 AzAs212 AzAs412

mm?ye diisen AAHF 0 0,190 + 0,043/0,339 + 0,184 0,149 + 0,0431 0 0,497% £ 0,024 || 0,511+ 0,208 ||0,167* + 0,048

mm®e diisen AAHF 0 1,156 + 0,246//2,525 + 1,449|| 1,009 + 0,340 0 1,970+ 0,070 | 2,635+ 1,308 || 1,106 + 0,429

AAHF biiyikliigiinin tim 0 |0,180+0,024/0,213+ 0,007 0125+0011| 0  [1,300%+ 0381 |0,777% + 0.214//0,148 + 0,003

pankreas biiyiikliigiine % oram |

|Ortalama fokus ¢aplari (mm) 0 0,164 + 0,002(|0,135 + 0,004|| 0,149 + 0,007 0 0,252% + 0,020 |0,197* + 0,022 |o,154"""""" +0,016

Ortalama fokus hacmi (mm?) 0 0,0015 0,0008 0,0012 0 0,0066" 0,0031% 0,0014%
+0,0001 +0,0001 +0,0003 +0,0021 +0,0007 +0,0005

a Az6 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

aa Az12 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

daa

AzAs212 grubuna gore istatistiksel olarak farkli grup

Ly
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4.1.6. Biyokimya Bulgular

Deney hayvanlarna ait karacigerlerde yapilan biyokimya ¢alismalarinda 6 aylik
kontrol (Kon6) grubunun serbest —SH konsantrasyonlar1 azaserin (Az6) grubuna gore ve
12 aylik kontrol (Konl2) grubunun serbest —SH konsantrasyonlar1 da azaserin (Az12)
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. 6 aylik deney grubunda kontrol (Kon6),
azaserin ASA (AzAsp206 ve AzAsp406) ve yalnizca ASA igeren (Asp206 ve Asp406)
gruplarm serbest —SH konsantrasyonlar1 yalnizca azaserin verilen (Az6) gruptan anlamli
bir sekilde yiiksek bulundu (Sekil 4.16. ). iki aylik periyotta azaserin ASA (AzAsp412)
ve ASA (Asp212 ve Asp412) gruplarinin serbest —SH konsantrasyonlar1 anlamli bir
sekilde azaserin (Az12) grubundan yiiksektir. Azaserin ASA (AzAsp212) grubu serbest
—SH degerleri de azaserin (Az12) grubundan yliksek olmasina karsin istatistiksel olarak
anlaml degildir. 12 aylik azaserin grubu (Az12) serbest —SH degerleri, 6 aylik azaserin
grubundan (Az12) fazla bulunmasina (1,37 + 0,06; 1,24 + 0,15 ) karsin anlamli degildir
(Sekil 4.16.).
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Sekil 4.13. Deney hayvanlar1 pankreas agirliklari

* Kontrol grubundan farkli deger

**  Azaserin grubundan farkli deger
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[ ] Azaserin

[ Azaserin + ASA 200 ppm
[ ] Azaserin + ASA 400 ppm
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(] AsA 400 ppm

p< 0,05
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Sekil 4.15. Deney hayvanlar1 bobrek agirliklar:

Kontrol grubundan farkli deger

**  Azaserin grubundan farkli deger
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[ Azaserin

L] Azaserin + ASA 200 ppm
[ Azaserin + ASA 400 ppm
L] AsA 200 ppm

(] ASA 400 ppm

p< 0,05
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Sekil 4.16. Karacigerde 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
serbest —SH konsantrasyon degerleri p< 0,05

Kontrol grubundan farkli deger

**  Azaserin grubundan farkli deger
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Sekil 4.17. Karacigerde 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen
proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 degerleri p< 0,05

Kontrol grubundan farkli deger

**  Azaserin grubundan farkli deger
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Karacigerde oOlciilen proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 6 aylik kontrol
(Kon6) grubunda, azaserin (Az6) grubuna gore daha yiiksektir (Sekil 4.17.). ASA
verilen (AzAsp206, AzAsp406, Asp206 ve Asp406) gruplarinin sahip olduklar1 proteine
bagli —SH konsantrasyonlar1 da azaserin grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu.
Benzer sekilde 12 aylik degerler karsilastirildiginda kontrol (Konl2) grubu, azaserin
(Az12) grubuna gore anlamli olacak sekilde yiiksek bulundu. ASA verilen (AzAsp212,
AzAsp4l12, Asp212 ve Asp412) gruplarda da yalnizca azaserin (Az12) verilen gruba
gore daha yiiksek —SH degerlerine sahiptir. 12 aylik azaserin grubunun (Az12) proteine
bagli —SH konsantrasyonu, 6 aylik azaserin grubuna (Az6) gore daha yiiksek bulundu
(40,42 + 2,47; 32,95 + 7,25). AzAsp212 grubu en yiiksek —SH konsantrasyonuna (69,51
+ 2,81) sahip grup olmustur (Sekil 4.17.).

Deney hayvanlarina ait bobrek dokularinda yaptigimiz biyokimya ¢alismalarinda
6 aylik kontrol (Kon6) grubunda serbest —SH degerleri azaserin (Az6) grubundan anlam
ifade edecek bigimde yiiksek bulundu (0,73 + 0,03; 0,65 + 0,02). Alt1 aylik azaserin
ASA gruplart (AzAsp206, AzAsp406) serbest —SH konsantrasyonlar1 azaserin
grubundan (Az6) anlamli olarak daha yiiksek bulundu (0,81 + 0,03 ve 0,74 + 0,04; 0,65
+ 0,02). Ancak yalnizca ASA verilen (Asp206 ve Asp406) gruplar ile azaserin grubu
(Az6) arasinda anlamsal olarak bir fark bulunmamistir. Oniki aylik ¢alisma sonuglarna
gore kontrol (Konl2) ve azaserin (Az12) gruplarina ait serbest —SH degerleri arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. Azaserin ASA gruplar1 (AzAsp212 ve
AzAsp412) —-SH konsantrasyon degerleri, kontrol (Konl2) ve azaserin (Azl2)
gruplarindan yiiksek olsa da anlamli degildir. Yalnizca ASA uygulanan gruplarin
(Asp212 ve Asp412) —SH degerleri sasirtici bigcimde hem 6 aylik hem de 12 aylik diger
tim gruplardan olduk¢a diisiik konsantrasyona sahiplerdir (0,50 + 0,007; 0,51 + 0,01)
(Sekil 4.18.).

Bobrekte olgililen proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 6 ve 12 aylik kontrol
(Kon6 ve Konl2) gruplar1 ile azaserin (Az6 ve Azl12) gruplar1 arasinda fark
bulunmamistir. Yalnizca azaserin ASA (AzAsp412) grubu proteine bagli —SH
konsantrasyonlar1 kontrol (Konl2) ve azaserin (Az12) gruplarindan anlamli olarak

yiiksek bulundu (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.18. Bobrekte 6 ve 12 aylik deney siireleri sonunda her gruptan elde edilen

serbest —SH konsantrasyonlar1 degerleri p< 0,05

Kontrol grubundan farkli deger

**  Azaserin grubundan farkli deger
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Pankreas dokusu homejenetindan 100 mg‘lik Ornekler alinarak yapilan
incelemelerde, serbest —SH konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi. Azaserin ve 200 ppm ASA uygulanan 6 ve
12 aylik gruplarda serbest —SH varlig1 en yliksek olarak 6lgiildii (AzAsp206= 0,576 ve
AzAsp= 0,574). Azaserin verilen 12 aylik deney grubunun (Az12= 0,51) serbest —SH
konsantrasyonu, hem kontrol (Kon12= 0,55) hem de azaserin ASA (AzAsp212= 0,57)
konsantrasyonundan daha diisiik olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir
(Sekil 4.20.).

Pankreasin proteine bagimli —SH degerleri kiyaslandiginda 6 aylik gruplar
icerisinde yalnizca AzAsp406 ve As406 gruplar: birbirlerinden farklidir. Diger tiim 6
aylik deney gruplar istatistiki olarak aynidirlar. 12 aylik gruplar icerisinde AzAsp212
grubu Az12 ve Konl12 gruplarindan daha az konsantrasyona sahip bulundu (Sekil 4.21.).

En yiiksek serbest —SH grubu konsantrasyonlar1 karacigerde oOlgiildii. Deney
gruplart karsilastirildiginda bobrekte Olciilen serbest —SH degerleri ayni gruplarin
pankreastaki degerlerinden daha yiiksek (Asp212 hari¢) bulunmustur. Benzer sekilde
proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 incelendiginde Az6 grubu hari¢ karacier en
yilksek konsantrasyona sahip organ olarak bulundu. Proteine bagh —SH

konsantrasyonlari tiim gruplar i¢in en az pankreasta olgiilmiistiir.
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4.2. Tartisma

Kanser tiim diinyada 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada olup yalnizca
kardiovaskiiler hastaliklar daha yiliksek bir 6lim oranina sahiptir (Sengelen, 2002;
Izmirli ve ark., 2007). Tiim diinyada yaygmn bir hastalik haline gelen kanserin, steroid
olmayan anti inflammatuar ilaglarin (NSAII) kullanilmasiyla énlenebilecegi daha once
yapilan klinik, epidemiyolojik ve deneysel arastirmalarla ortaya konulmustur
(Kawamori ve ark., 1998; Giovanucci, 1999; Zhou ve ark., 2001).

Thun ve arkadaslar1 (1991), ASA kullanan bireylerde kolorektal kanserine
yakalanan hastalarin 6lim oranlarinin, Kullanmayanlara gore daha az oldugunu
gostermislerdir. Benzeri sekilde NSAII tiirevi kullanilarak yapilan deneysel ¢alismada
(Kawamori ve ark., 1998) NSAII’ lerin kolon kanseri riskini yiiksek oranda azalttigini
ortaya koymuslardir.

NSAIl’lerin antitiimdr etkilerini agiklamak icin ileri siiriilen mekanizmalar
arasinda, hiicre ¢ogalmasi ve anjiyogenezin inhibisyonu, apoptosisin stimiile edilmesi
ve tesviki ile siklooksigenaz-2 inhibisyonu gibi etki mekanizmalarmin etkili olabilecegi
ileri siriilmiistiir. Bu mekanizmalar ASA’in deneysel, epidemiyolojik ve klinik
uygulamalar sonucu pankreas ve etkili oldugu bilinen diger kanser tiirlerine karsi
kemopreventif etkilerini agiklamada yararli olabilir.

Genel olarak kabul gdren mekanizmaya gore NSAIQ’ler etkilerini,
prostaglandinlerin arasidonik asitten sentezi sirasinda gorev alan siklooksigenaz
enzimlerinin inhibisyonu yoluyla gostermektedirler. Prostaglandinlerin immiin
fonksiyonlarmin regulasyonu ve hiicre proliferasyonunun kontroliinde etkili olduklar1
bilinmektedir (Lieshout ve ark., 1997). Kolon ve diger bir¢ok kanser tiirleri tizerinde
yapilan caligmalarda siklooksigenaz-2 enziminin kanser hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyona sahip oldugu gésterilmistir (Gustafson-Svard ve ark., 1996).

ASA igeren NSAII grubu ilaglar1 in vitro kanser hiicre kiiltiirlerinde hiicre
béliinmesini inhibe ettigi ve apoptosize neden oldugu ve bu sekilde anti-timor aktivite
gostererek  karsinogenezin Onlenmesinde etkili bir mekanizma oldugu kabul
edilmektedir (Zhou ve ark 2001).

Abbadessa ve ark. (2006), NSAII tiirevi olan salisilatin gdgiis kanseri

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya koymuslardir.
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Calismamizda karaciger dokusunda kontrol grubu sigcanlarda, azaserin ile
muamele edilmis sicanlarinkine gore daha yiiksek serbest ve proteine baglhh —SH
konsantrasyonu tespit edilmistir. ASA verilmis siganlarin karacigerlerindeki serbest ve
proteine bagli -SH degerleri hem 6 aylik hemde 12 aylik deney siirelerinde azaserin
gruplarindan (Az6 ve Az12) daha yiliksek bulundu. Azaserin enjekte edilmis siganlarin
karaciger dokusunda ASA verilmis gruplardakinden daha diisiik serbest —SH ve
proteine bagli —SH konsantrasyonlar1 gozlenmistir. Bu durum bobrek dokusunda 6 aylik
sonuglar incelendiginde ayn1 yonde oldugu goriildii. Pankreasta ASA verilen gruplardan
yalnizca 200 ppm lik gruplarda serbest —SH degerleri yiiksek bulunsa da istatistiki
olarak anlamli degildir.

Tiyol grubu igeren bilesiklerin neoplastik degisimler, mutasyon ve hiicre
proliferasyonu iizerendeki etkilerinin anlagilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir (De
Flora ve ark., 1991; Kumar ve ark., 1995; Lieshout ve ark., 1997; Nayak ve ark., 2007).

Hiicre kiiltlirleri ile yapilan deneyde NAC’in, O, , H,0, , ve alt1 degerlikli
kromum genotoksisitesini inhibe ettigi ve dolayisi ile bu toksisitenin neden oldugu
mutajeniteyi de azalttigi, intraperitonal olarak verilen kanserojen urethandan 15 giin
once diyetlerine eklenen NAC in akciger tiimorlerinde azalmaya neden oldugu, ayrica
NAC’in colon kanserine kars1 koruyucu etkisinin var oldugu gosterilmistir (De Flora ve
ark., 1991).

Ortamdaki NAC konsantrasyonunun artisi ile sodyum nitrit, sodyum dikromat,
hidrojen  peroksit, 4-nitroquinoline-N-oxide (4NQO) ve N-methyl-N-Nitro-N-
Nitrosoguanidine (MNNG) gibi oksidant ve mutagen oldugu bilinene moekiillerin
bakterilerde meydana getirdigi genotoksisite arasinda ters orant1 oldugu, TA104 kiiltiir
hiicrelerinin kullanildig1 deneyde, NAC serbest oksijen radikalleri iizerinde dozaja bagh
olarak bir inhibisyon meydana getirdigi ve benzer sonuglara GSH ile o-
mercaptopropionylglycine kullanilarak da ulasildigi ortaya konulmustur (De Flora ve
ark., 1991).

Deney sonuglar1 incelendiginde kontrol, azaserin ile ASA verilmis gruplarin
serbest ve proteine bagli —SH degerleri incelendiginde, konsantrasyon degerlerinin
farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Karacigerde 6 ve 12 aylik ASA gruplarinda —SH
konsantrasyonlarinin azaserin gruplarina gore arttigi, bobrek dokusunda serbest —SH

degerleri 12 aylik ASA gruplarinda, proteine bagli —SH degerlerinde ise 6 aylik ASA
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gruplarinda bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Pankreas dokusunda bazi 6 ve 12 aylik
ASA gruplarinda serbest —SH degerleri ve 6 aylik proteine bagl-SH degerlerinde de
bazi gruplarin konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
degildirler.

Lieshout ve ark. (1997), gesitli NSAII grubu ilaglarmn, glutatyon ve glutatyon
transferaz konsantrasyonlar1 tizerindeki etkilerini, gastrointestinal sistemin g¢esitli
organlarinda incelemislerdir. Bu c¢alismaya gore, indomethacin, {ist, orta ve arka
barsakta glutatyon seviyesinde anlamli bir degisiklige neden olurken, piroxicam
ozefagusta, ASA ise orta barsakta anlamli bir konsantrasyon degisimine neden
olmaktadir. Glutatyon konsantrasyonunda NSAII ailesine ait fakli etken maddesine
sahip ilaclar, sindirim sisteminin degisik boliimlerinde farkli bir artisa neden olduklar1
goriilmektedir. Calismamizda benzer sekilde ASA tiyol gruplarinin konsantrasyonunu
karaciger ve pankreasta farkli sekilde etkilemistir.

Kumar ve ark. (1995), karacigerde kanserojen uygulamasini takiben GSH
seviyesinin arttigini bildirmislerdir. Ayrica, artmus GSH miktar1 gastrointestinal
adenokarsinomada da rastlanmistir. Ancak bazi arastirmacilar cesitli neoplazilerde
diisiik GSH miktar1 tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢calismalardan da anlasilacagi lizere —
SH igeren gruplarin konsantrasyonlari ¢esitli arastirmacilar tarafindan farkl degerlerde
Olctilmiistiir.

Hiicrelerde glutatyon seviyesinin diismesine neden olabilecek birgok faktor
vardir. Ornegin C vitamini eksikligi glutatyon seviyesinde bir diisiise neden olur. Ayn1
sekilde yorucu egzersizler, diabet hastaligi, sistik fibrosiz ve HIV ile enfekte olunmasi
da glutatyon seviyelerinin azalmasma neden olur (Jones ve ark., 2000). Kimyasallar
kullanilarak olusturulan oksidatif stres sonucu glutatyon seviyelerinin azaldigi
bilinmektedir. Calismamizda daha Once yapilan benzeri caligmalarin bulgularmi
destekler nitelikte karaciger ve bobrekte azaserin uygulamasi sonucunda glutatyon
degerlerinin Az6 grubunda kontrol ve ASA gruplarma gore daha diisiik
konsantrasyonlarda oldugunu gozlemledik.

Calismamiz sonuglarinda 12 aylik deney siiresi boyunca ASA uygulamasi
sonucunda AAHEF’lar1 yiikiinde bir azalma meydana geldigi goriildi. Bu azalma 200 ve
400’ppm lik ASA uygulamalarinin her ikisinde de gerceklesmistir. Bunun yaninda 400
ppm’lik ASA uygulamasinin AAHF’ yiikiiniin azalmasinda daha etkili dozaj oldugu da
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gorilmiistiir. Benzer sekilde fare modelleri iizerinde yapilan 6nceki ¢aligmalardan
Barnes ve Lee (1998) yaptiklar1 deneyde, diisiik (250 ppm) ve yiiksek dozaj (500 ppm)
aspirin  kullanmis olup, Vyiiksek dozajli aspirin kullanimmin etkili oldugunu
gostermiglerdir. Calismamizdan elde edilen sonuglarin benzeri nitelikte yapilan onceki
calismalarin sonuglari ile 6rtiismeke oldugu goriilmektedir.

Sato ve ark. (1998), fare lenfoma kiiltiir hiicreleri {izerinde yaptiklar1 ¢alismada
sistin transport aktivitesinin yetersizliginde glutatyon ve sistein miktarlarinin belirgin
olarak azaldigini rapor etmislerdir.

Daha once yapilan deneysel caligmalarda kanserli dokularda tespit edilen
glutatyon miktarlarinin farkli oldugu bildirilmistir. Calismamiz sonuglarma paralel
olarak Inci ve ark. (1998), karacifer kanseri hiicrelerinde antioksidan savunma
enzimlerini diisiik saptamiglardir. Kanserli doku bitisik saglam doku ile kiyaslandiginda
GSH seviyesinin anlamli derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ancak Daly ve ark.
(1991), glutatyon S-transferaz enzimi (m klas) aktivitesini AAHF’larinda daha yiiksek
bulmuslardir. El-Sharabasy ve ark. (1993) gégiis kanseri hiicrelerinde glutatyon ve
glutatyon rediiktaz aktivitesinin normal doku hiirelerinkinden daha fazla oldugunu rapor
etmislerdir.

Deney hayvanlarinin viicut agirliklar1 incelendiginde ASA verilen 6 ve 12 aylk
gruplarin timiinde (As206, As406, As212 ve As412), kontrol ve azaserin gruplarma
gore (Kon6, Konl2, Az6 ve Az12) istatistiksel olarak 6nemli bir azalma goriilmiistiir.
Ancak, Lieshout ve ark., (1997) c¢alismalarinda, deney hayvanlarmin viicut
agirliklarmda NSAII alimi sonucu bir artisin meydana gelmedigini belirtmislerdir.
Calismamizda ASA alimi sonucunda deney hayvanlarinin viicut agirliklarinda meydana
gelen bu azalma, zayif asit 6zelligi gosteren ASA’in sindirim sistemi igerisindeki pH
dengesini degistirmesi ve buna bagli olarak besin sindiriminin olumsuz etkilenmesi
sonucunda meydana gelmis olabilir.

Calismamizin sonucunda, azaserin enjeksiyonun 6 aylik siire¢ sonunda genel
viicut agirligi, pankreas, karaciger ve bobrek agirligmmin artisia dnemli bir etkisinin
olmadigini gostermistir. Bu veriler daha 6nce yapilan arastirma sonuglari ile ayni yonde
olup (Roebuck ve ark., 1981) oniki aylik deney siiresi sonunda azaserin ile muamele
edilen hayvanlarm viicut agirhigi, pankreas, karaciger ve bobrek agirliklarinda bir diisiis

gOrilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Caliymamizdan elde edilen histolojik ve biyokimyasal sonuglarin
degerlendirilmesi sonucunda, asetilsalisilik asit etken maddesinin uzun siireli kullanima,
sicanlarin ekzokrin pankreaslarinda azaserin ile meydana getirilmis atipik asinar hiicre
fokuslarinin miktar, alan ve hacimlerini azalttig1 fikrini 6ne siirmek miimkiindiir.

Alt1 aylik bir zaman dilimi sicanlar i¢in erken bir donem olarak kabul
edilebilecegi gibi bu arastirmada 6 aylik deney siiresine sahip deney gruplarinda 12
aylik deney siiresine sahip gruplara gore ortalama kantitatif degerleri bakimindan daha
az AAHF yiikii bulunmas1 beklenen bir sonug olarak kabul edilebilir.

Kantitatif sonuclara géore AAHF yiikiinde, 12 aylik siire boyunca 200 ppm ASA
kullannmina gére 400 ppm’lik ASA kullanimi sonucunda daha fazla bir azalmanin
oldugu, boylece belirlenen seviyede yiiksek dojaz kullanimimin neoplastik degisimlerin
olusumunda 6nemli derecede bir azalmaya neden olabilecegi goriilmiistiir.

Bu caligmada, tiyol grubu bilesiklerinin konsantrasyonlarinda gruplara goére
degisen farkliliklar gozlenmistir. Bu farkliliklarin neoplastik gelisimin erken bir
uyaricist olup olmayacagma dair yeni calismalarin diizenlemesi ve tiyol gruplarinin
kanser ile iliskisinin detayl olarak ortaya konulmasi i¢in benzeri ¢alismalarm yapilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.
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