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) Yiiksek Lisans Tezi

L.P., V., S.C. YOLLARLA UYGULANAN ADRIAMYCIN’IN EHRLICH ASIT
TUMORU (EAT) TASIYAN FARELERE ETKILERI UZERINE BIR CALISMA

Hatice GUMUSHAN

Harran Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah
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Bu ¢aligmada, Adriamycin (ADR), Ehrlich Asit Tiimorii (EAT) tagiyan Balb/C ik farelere
intraperitonal (i.p.), intravendz (i.v.) ve subkutanoz (s.c.) yollar ile, hangi yolun tedavide daha etkili
oldugunu arastirmak i¢in uygulanmastir. o

Calismada kuilamlan 72 adet fare; 3 deney (grup I, grup II ve grup III), 3 kontrol (grup IV,
grup V ve grup VI) grubu olacak sekilde 6 gruba boliinmiistiir. Her grup 12 fare igermektedir. Her bir
fareye 300 000 EAT hiicresi inokiile edilmistir. 0.01 mg/g (viicut agirligr) ADR tek doz olarak i.p., i.v.
ve s.c. yollarla sirastyla grup I, grup II ve grup III’c enjekte edilmistir. 0.25 ml serum fizyolojik i.p.,
i.v. ve s.c. yollarla kontrol gruplan grup IV, grup V ve grup VI'ya swasiyla uygulanmistir.
Uygulamadan sonraki 2., 4., 6. ve 8. giinlerde her gruptan rastgele segilen ii¢ fare dislokasyonla
oldiiriilmiistiir. Periton boslufundan asit s1visi toplanmig ve asit sivist igindeki EAT hiicreleri Tripan
mavisi kullanilarak Neubauer laminda sayilmistir. Mitotik indeks igin yayma preparatlar
hazirlanmustir. Tiim preparatlar fikse edilmis, ardindan Feulgen ve Giemsa metotlan kullanilarak
boyanmgtir. Mitoz sayisiu belirlemek i¢in her preparattan ortalama 1000 EAT hiicresi sayilmgtir.

Istatistiki sonuglar mitotik indeks, hiicre sayis1 ve hiicre ¢ogalma hizthin i.p. uygulama
yapilmig grup I ve i.v. uygulama yapilms grup II'de kontrol gruplan IV (i.p.) ve V (i.v.)’e gore dikkat
gekici bigimde azaldigim gdstermigtir {p<0.01). Grup III (s.c.) ile kontrol grubu VI (s.c.) arasinda
onemli fark bulunamamgtir (p>0.01). Mitotik indeks, hiicre sayisi ve hiicre ¢ogalma iz, grup I
(i.p.)’de grup II (i.v.)’ye gore daha fazla azalma gbstermistir (p<0.01). Sonug olarak en fazla etki grup
I (i.p.)’de gorilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Adriamycin, EAT, ip. uygulama, i.v.

uygulama, s.c. uygulama, Doxorubicin.
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ABSTRACT

Master Thesis

A S:I‘UDY ON THE EFFECTS OF ADRIAMYCIN ADMINISTERED BY MEANS OF IP, IV,
SC TO EHRLICH ASCITES TUMOR (EAT) BEARING MICE

Hatice GUMUSHAN

Harran University Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology
2002, Page 45

.

In this study, Adriamycin (ADR) was administered by intraperitoneal (i.p.), intravenous (i.v.)
and subcutaneous (s.c.) ways to Balb/C mice bearing Ehrlich ascites tumor (EAT) to investigate
which way was more effective in treatment . -

, 72 mice used in this study were divided into 6 groups as 3 experimental (group I, group II
and group III) and 3 control (group IV, group V and group VI) groups. Each group contained 12 mice.
300 000 EAT cells were inoculated each mouse. 0.01 mg/g (body weight) ADR was injected as a
single dose via i.p., i.v. and s.c. respectively to experimental group I, group II and group III. 0.25 ml
normal salin was administered by means of i.p., i.v. and s.c. to group IV, group V and group VI
(control groups) respectively. On the 2™, 4", 6™ and 8" days after administration, 3 mice randomly
choosen from each experimental and control groups were killed by dislocation. Ascites fluid was
collected from peritoneal cavity and EAT cells in ascites fluid were counted using Trypan blue in
Neubauer chamber. Slides for mitotic index were prepared. All the slides were fixed and then stained
using Feulgen and Giemsa methods. About 1000 EAT cells were counted from each slide to
determine the mitosis number. d
. Statistical results showed that mitotic index, total cell number and cell proliferation were
significantly decreased (p<0.01) in group I (i.p.) and group II (i.v.) regarding to control groups IV
(i.p.) and V (i.v.). There was no signiﬂ‘cant difference (p>0.01) between experimental group III (s.c.)
and control group VI. In group I (i.p.) more decrease in mitotic index, total cell number and cell
proliferation were seen when compared to group II (i.v.) (p<0.01). Consequently the most efficient

was shown in group I in respect of curing properties.

KEYWORDS: Adriamycin, EAT, i.p. administration, i.v. administration, s.c.

administration, Doxdrubicin.
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SIMGELER

ADR: Adriamycin

EAT: Ehrlich ascites (asit) timorii

¢: kontrol

i.p.: intraperitonal

i.v.: intravendz

s.c.: subkutandz

i.m.: intramuskular

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution



1 GIRIS

Kanser hastalifimin tedavisi konusunda ¢ok ¢esitli ¢aligmalar yapilmis ve
yapilmaktadir. Kanserin ilagla tedavisi anlamma gelen kemoterapinin ana ilkesi,
tiimor hiicrelerine hastanin normal hiicrelerinden daha fazla etki ederek, normal
hiicrelere zarar vermeden veya minimum diizeyde zararh etki yaparak tiimér
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasim durdurmak veya onlar1 yok etmektir (1).
Bilim adamlan kanser ile ilgili caligmalarda ideal ilaci, yani normal hiicreye en az
diizeyde etki yapan ilaci bulmak odaginda yogunlagmglardir.

Antineoplastik  etkili olan Adriamycin (Doxorubicin HCl, 14-
hydroxydaunorubicin), (ADR), Streptomyces peucetius’tan elde edilen mutant
Streptomyces peucetius var. caesius Kkiiltirlinden izole edilmis sitotoksik bir
antrasiklin antibiyotiktir (2,3,4). Bu antibiyotik, interkalasyonla veya serbest radikal
olusumuyla DNA’da hasar yapar. Ayrica DNA Topoizomeraz II enzimini de inhibe
eder. Sitotoksik aktivitesi hiicre siklusunun herhangi bir fazina 6zgii degildir; ancak
en bilyiik etkisini S fazindaki hiicrelere géstermektedir.

Kanser ¢alismalarinda transplante edilebilir tiimérlerin olusturdugu ¢esitli
modeller kullamlmaktadir. (Ebrlich Ascites Carcinoma, Krebs 2 Ascites Carcinoma,
Sarcoma 180 Ascites Ttimér, Crocker Mouse Sarcoma, vb.) (5). Bir farede spontan
olarak baglayan meme adenokarsinomundan kékenlenen Ehrlich Ascites Tumori
(EAT) 1932’de Leuwenthal ve Jahn tarafindan asit tiimor haline getirilmistir.
Transplante edilebilme oram1 ¢ok yliksek olup hemen hemen %100°diir. Hig
regresyon gostermeyen EAT ¢ok kisa yasama siirelidir ve %100 Sliime g6tiiriir (6).

Fare digindaki deney hayvanlarinda red olay: gozlenmektedir (7). d

Bu tez ¢aligmasi, ADR’i intraperitonal (i.p.) (karmn i¢i), intravenéz (i.v.)
(damar i¢i) ve subkutandz (s.c.) (deri alt1) yollarla uygulayarak bu maddenin EAT
hiicreleri iizerindeki etkilerini kargilagtrmali bir sekilde incelemek amaciyla

yapilmstir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Tiimor Nedir?

Tiimér, organizmadaki hiicrelerden herhangi birinin otonomi kazanarak
canlimin kontrol mekanizmalarmin etkisinde kalmadan asir1 ¢ogalmasi sonucunda
olusan, gelismesi normal dokularin aksine izl ve tiimér olusturan uyar: ortadan
kalktiktan sonra bile biiyiimesini slirdiiren yeni doku olugumudur. Timér terimiyle
benzer anlam tagiyan baska terimler de kullamimaktadir: Neoplasm (neoplasia,
neos=yeni, plasia=olusum), organizmada yeni gelisgen ve kontrol edilemeyen bir
doku gelismesini ifade eder ve tiimor terimiyle aym anlam tagir (8). Ashinda tiimor
yalnizca bir dokuda 6dem, hemoraji ve baska bir gekilde olusturulan sislik anlamina
gelir. Giiniimiizde tiimdr terimi beden ylizeyinde sislie yol agan neoplastik kitleleri
tammlamaktadir; bu terimin neoplastik olmayan lezyonlar tanimiamak amaciyla
kullamlmasma pek rastlanmaz. Bazi kaynaklarda neoplazi “normal dokular1 asan,
onlarla koordine olmayan ve degisime yol agan uyar: durduktan sonra bile ayni
sekilde agir1 bilylimeye devam eden anormal bir doku kiitlesi” geklinde tamimlamustir.

Tiimorler parazit gibi davramig gostererek metabolik gereksinimleri i¢in
normal hiicre ve dokularla yarigmaya giriyor gibi gériiniir, boylece gelistikleri
hastada enerji savurganhiina neden olurlar. Belirli 6l¢lide otonomi g@sterirler ve
lokal ¢evreleri ile konagin beslenme durumu ne olursa olsun az ¢ok sabit bir sekilde
biiyiirler. Ancak otonomi higbir zaman tam degildir. Tiim tiimérier beslenme ve
kanlanma i¢in konaga kritik sekilde bagimlidirlar.

Tipta, tlimérlerle ilgilenen dal enkoleji (oncos=tiimor, logos=bilim) olarak
adlandirilir. Onkolojide tiimorlerin potansiyel klinik davraniglarinin belirlenmesi i¢in
onlarin benign (=iyi huylu) ve malign (= kotii huylu) kategorilere ayriimasi
Onemlidir (9). Koken aldiklar1 doku hiicrelerine benzeyen, swnirli, yavas ve ekspansif
biiyliyen, kapsiillii, bazal membram1 bozmayan mitotik indeksi diigiik, metastaz ve
invazyon yapmayan hiicrelerin olusturdugu tiimérler benigndir (8). Lokal cerrahi
operasyonla ahmabilir ve hastamin sag kalimim etkilemez (8,9). Malign tiimorler ise
az diferansiye, hizli ve infiltratif biiyliyen, mitotik indeksi yiiksek hiicrelerden olusur
(8). Komsu yapilara invaze olup onlar1 harap edebilir ve uzak bolgelere yayilarak
(metastaz yaparak) Olime yol agabilir. Kanser, genel anlamda habis (malign)
tiimorlere verilen isimdir (8,9).



2.2 Tiimérlerin isimlendirilmesi

Tiim6rlerin isimlendirilmesinde tiimériin koken aldifi hiicre tipi, davramsi
(benign ya da malign olusu) ve morfolojik 6zellikleri dikkate alinir (Tablo 2.2.1) (8).

Benign tiimorler, kéken aldiklar: dokunun isminin sonuna “-oma” veya “-om”
son eki getirilerek isimlendirilir.

Malign tlimérler epitelyal orjinli ise “-karsinom”, mezenkimal kékenli ise “-
sarkom” son ekini alir (8,9).

Baz1 timorlerde kullamlan “-blastom” son eki, tiimériin embriyonal
karakterde oldugunu yani tiimoriin embriyonal gelisme sirasindaki olgun olmayan
dokulardan kéken aldigmi anlatir. Ornegin, nefroblastom, hepatoblastom gibi. Bu tiir
tiimorler yeni dogan ve yavru canlilarda goriiliir.

Tek bir embriyonal tabakadan kdken almig ancak birden fazla hiicre tipinden
olusan tiimérler miks tiimérlerdir. Fibromiyolipom, fibrokondroosteom gibi (8).

Birden fazla embriyonal tabakadan olugan tiimorlere teratom, bunlarin malign

olanlarina malign teratom ad1 verilir (8,9).



Tablo 2.2.1. Baz tiimdrlerin isimlendirilmesi (Erer H., 1998’den (8) dzetlenerek)

Koken aldig doku | Benign | Malign

Mezenkimal doku

Bag doku Fibrom Fibrosarkom

Kemik Osteom Osteosarkom

Kikirdak Kondrom Kondrosarkom

Yag Lipom Liposarkom

Iskelet kasi Rabdomiyom Rabdomiyosarkom

Diiz kas Leiomiyom Leiomiyosarkom

Kan daman endoteli Hemangiom Hemangiosarkom

Lenf daman endoteli Lenfangiom Lenfangiosarkom

Mast hiicreleri Mastositom Malign Mastositom

Sinovyalar Sinoviom Malign Sinoviom

Meninksler Meningiom Malign Meningiom

Mezotelyum Mezotelyom Malign Mezotelyom

Epitel doku

Cok kath yassi epitel Papillom Yasst hiicreli karsinom
Bazal hiicreli karsinom

Bez epiteli Adenom Adenokarsinom

Degisici epitel (idrar Papillom, polip Degisici epitel karsinomu

yollart)

Karaciger Hepatom (hepatoselliiler Hepatoselliiler

adenom) adenokarsinom

Endokrin epitel Adenom Karsinom

Spermatojenik epitel Seminom Malign Seminom

Hemopoietik doku

Lenfositler Lenfom, Lenfosarkom,
Lenfositik 16semi

Plazma hiicreleri Plazmasitom (Multiple
miyelom)

Graniilositler Graniilositik 16semi
(Miyelogentz 16semi)

Eritrositler Eritrolsemi

Monositler Monositik 18semi

Noéroendokrin doku P

Adrenal medulla Feokromositom Malign Feokromositom

Aortik ve Karotid cisimler | Paragangliom Malign Paragangliom

Langerhans adaciklan Insiilinom Malign Insiilinom

B hiicreli adenom B hiicre karsinomu

Néroektoderm

Melanositler

| Melanom

| Malign Melanom




2.3 Karsinogenezin Mekanizmasi

Kanser bir¢ok faktoriin karmasik bigimde rol aldig: bir hastaliklar grubudur
(10). Neoplazinin temelinde normal hiicresel denetimlerin basarisizlig1 (11) bagka bir
deyimle normal biiyiime kontrollerine verilen yanitin kaybolmasi (9) yatmaktadir.

Kanser hiicresi, kendi normal biiyiime ve boliinmesini diizenleme
mekanizmasini yitirmis ve yeni ylizey karakterleri kazanmig bir hiicredir. Bolinme
yetenekleri ¢ok fazladwr, hizla gogalirlar; fakat farklhilagmalarini tamamlayamams
hiicrelerdir (11,12). Bu tiir hiicreler “transforme olmus hiicreler” olarak
isimlendirilirler. Transforme olmus bir hiicre populasyonu, genellikle genlerinde
yikic1 degisimler olan bir tek hiicrenin bdliinmesi sonucunda meydana gelir. Bu

nedenle kanser her zaman i¢in bir hiicre ile baglar.

Genellikle hayvansal hiicrelerin plazfma zarinin  ylizeyinde bulunan
glikoproteinler, glikolipitler ve oligosakkaritler, hiicreye biyokimyasal bir kimlik
kazandirir ve onlar genetik kontrol altinda bulunurlar (12). Bu molekiillerin
gorevlerinden bir tanesi, hiicre reseptorleri olarak is gormek ve bu arada kontakt
inhibisyonu saglamaktir (11,12). Baska bir deyisle, kontakt inhibisyon hiicrenin
kalabaliklagmaya (agir1 boliinmeye) olan tepkisidir. Hiicre zarindaki reseptorler,
bitigikteki aym1 tip hiicrelerin zarindaki marker’lar1 tamidii zaman reseptérier
¢ekirdege sinyaller gonderir ve hiicre bdliinmesi baskilanir (11). Bir hiicrede kontakt
inhibisyon 6zelligi ortadan kalkti31, daha agik bir ifadeyle hiicre yeni hiicre yiizeyi
karakterleri kazandiginda, siirekli olarak ¢ogalma yetenegi kazanir (12).

Normal dokular bazal lamina aracilifiyla gevsek diizenlenmis bag doku ve
dolasim sisteminden ayrilirlar (Sekil 2.3.1.a). Eger bir hiicre deg'isime ugrar ve
denetim mekanizmasim1 kaybederse ¢ogalmaya, ¢ekirdegini biiylitmeye, bi¢imini
degistirmeye ve DNA’smi replike etmeye baglar. Hiicre ¢ogaldik¢a olusturdugﬁ
koloni diger hiicreleri iter. Eger kontakt inhibisyon eksikligi varsa ve bsliinmeler de
belli bir say1 ile smirlandiriimamigsa, kolonideki hiicreler, besin bitinceye kadar
cogalacaktr. Bu konumda sistem hala bazal lamina ile baglantidadir (Sekil 2.3.1.b).
Kolonideki bir hiicre, bazal laminay: delme yetenegi kazanirsa bir yarik olugturacak
ve olusturulan oful kusaklar bu agikliktan ilerleyerek g¢ogalacak ve laminanin
delinmesiyle de genis alana yayilacaktir (Sekil 2.3.1.c) (11).



Cekirdek Orijinal timor hiicresi

Farklilagnus
doku

Bazal lamina

Bag doku Kan daman

(a)

Bir tiimér hiicresi
laminaya penetre
oluncaya kadar gelisen
tiimor

Dolagim sistemi ile malignansi sigradikca
yayilir.

(® (©)

Sekil 2.3.1. Kanser olusum mekanizmasi (11).

Karsinogenezin merkezinde oliimciil olmayan genetik hasar yatar. Bu tip
genetik hasar (mutasyon) gesitli ¢evresel (kimyasal, fiziksel ve biyolojik) etkenlerle
meydana gelir ya da kalitsal olarak genetik dizisinde bulunabilir. Bir timér kitlesi,
genetik hasara ugrayan tek bir hiicrenin boliinmesi sonucu meydana gelebilir. Bu
bakimdan kanser her zaman tek bir hiicre ile baslar, yani tiimérler monoklonaldir

(9,12). Sekil 2.3.2°de kanser patogenezinin akis semasi goriilmektedir.



Normal hiicre

f

Onarim
Edinsel, cevresel ——» DNA hasar:\
fakttirl(;rc L Genetik faktorler
Kimyasal maddeler Hiicre bitylimesi veya
Radyasyon Somatik hiicrelerin DNA onarimini
Viruslar genomundaki mutasyonlar ilgilendiren genlerde
/ \ kalitsal mutasyonlar
A
Biiyiimeyi uyaran Apoptozu diizenleyen Kanser baskilayici
onkogenlerin aktivasyonu genlerde degigimler genlerin inaktivasyonu
Degismis gen iiriinlerinin
ekspresyonu ve diizenleyici
gen uriinlerinin kaybi
Klonal genisleme
Ek mutasyonlar (ilerleme)
Heteroienlik
Malign neoplazma
Sekil 2.3.2. Kanser patog inin akis § ).

Genetik hasarin asil hedefi protoonkogenler ve antionkogenlerdir.

Protoonkogenler: Hiicre béliinmesini tesvik eden genlerdir. Bazi
protoonkogenler biiyiime faktorleri ve bunlara ait reseptérler olarak hiicre zari
iizerinde etki gosteren proteinleri sifrelerken, bazilar1 sitoplazmadan niikleusa
gegerek hiicrenin ¢ogalmasin baglatan sinyalleri tasiyan molekiilleri sifrelemektedir.
Diger bazilar1 ise niikleusta hiicre boliinmesinden ©nce DNA sentezinin

baslatilmasinda rol alan proteinleri sifrelemektedir.




Protoonkogenlerin  cesitli  yollarla [transdiiksiyon, insersiyon (12).
translokasyon, nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu (9,12)] mutasyonu sonucu aktif
formlarma onkogen adi verilmektedir (12). Yani protoonkogenler retroviral
transdiiksiyonla (transformasyon yapan retroviruslarm etkisiyle) (9), Papovavirus.
Poxvirus, Herpes virus ve Adenoviruslarm (11,13) genetik materyalinin insersiyonu
ile ya da in situ davramglarimi degistiren ve boylece onlari hiicresel onkogenlere
ceviren etkilerle onkogenik hale gelebilirler (9). Bugiine kadar yaklasik 60
protoonkogen kesfedilmistir. Bunlarin her biri bir onkogene gevrilebilir (12).

Antionkogenler (Timor Baskilayict Genler): Ekspresyonlar1 kanser
fenotipini inhibe etme &zelligi olan (12), baska bir deyisle hiicre proliferasyonunu
frenleyen (9), bir diger ifadeyle onkogen iiriinlerinin aktivasyonunu engelleyen
genlerdir. Bu tip bir inhibitdr genin basarisizig1 bir protoonkogenin aktivasyonu ile
es anlamlidir (11).

Bunlardan baska apoptozu (programli hiicre oliimii) diizenleyen genler
(9,11,14) ile DNA onarim genleri de karsinogeneziste 6nemli yer tutar (11,14).
Apoptozu diizenleyen genler protoonkogenler gibi dominant olabilir veya kanser
baskilayic1 gen gibi davranabilir. bcl-2, bcl-x, bax, bag, bad genleri apoptozu
diizenlemede rol oynayan genlerdir. Bir antionkogen olan p53 geninin gérevlerinden
biri, mutajenik ajana maruz kalan hiicrede DNA hasar1 onarilmadifi zaman
apoptozun uyarilmasidir. Bu sebeple p33 geni apoptoza neden olan gen olarak da
diisiiniilebilir. DNA onarim genleri de protoonkogen, antionkogen ve apoptozu
diizenleyen gen gibi diger genlere bagll &liimciil olmayan hasari onarmak igin
organizmanin yetenegini etkileyerek indirekt olarak hiicrenin gogalmasini veya
yasamasini diizenler. DNA onarim genlerindeki bir yeteneksizlik, genomda yaygin

mutasyona zemin hazirlar ve bu nedenle neoplastik degisim ortaya ¢ikabilir (9).

2.4 Kanserin Nedenleri

Son yirmi yilda elde edilen ¢ok sayida veri kanserin ana nedenlerinin yasam
tarzi ile ilgili oldugunu gostermektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar diinyamn farkli
yerlerinde farkli kanser tiplerinin goriilme sikhigmmin farkli oldugunu ortaya
koymustur (5). Degisik cografi bdlgelerde yasayanlarda goriilen kanser tiirleri ve

dagilim da degisiktir; fakat gogmenlerde bir siire sonra kanser siklig1 ve gesitleri gog



ettikleri iilkeninkine benzer duruma gelmektedir (10). Ornegin, Nisei’lerin
(ABD’nde yasayan ikinci nesil Japonlar) belirli kanser tipleri icin sahip olduklar:
mortalite oranlar1 Japonya’da yasayan Japonlarla Amerikalilarin sahip olduklar1
oranlar arasinda yer almaktadir (9).

Kansere neden olan faktdrlerin biiyiik kismmm ¢evrede kagmilmaz sekilde
maruz kalman etkenler olmaktan ziyade sigara, alkol, hayvansal yag, sismanlik,UV
(ultraviyole) 1gmlarina maruz kalmak gibi yasam tarzi ile ilgili vazgegilebilir -
kagmulabilir faktorler oldugu belirlenmistir (5). Bir hiicrenin kanser hiicresine
doniismesini baslatan dis etkenlerin hepsi bunu o hiicrenin igindeki kanser genlerini
aktive ederek yaparlar (10).

Ug karsinojenik etken siifi tanimlanabilir:

1) Kimyasal etkenler: DNA mn niikleotit dizilisinde bazi lokal deZisimlere
sebep olur. )

2) Fiziksel etkenler: Radyasyon ve UV isinlari

3) Biyolojik etkenler: Bazi viruslar, hormonlar ve parazitler (9,12).

2.4.1 Kimyasal Etkenler

Sanayinin sentetik iiriinleri olan ve gida maddelerine katki maddesi olarak
ilave edilen veya besinlerimizde dogal olarak bulunan, mutajenik, ¢ok sayida
kimyasal madde vardir (9,12). Bunlarin bazilar direkt etkilidir, karsinojen olmak i¢in
herhangi bir kimyasal doniigime ihtiyag duymazlar. Bazilari ise metabolik
doniigiimden sonra aktiflesirler ki bunlar prokarsinojenler olarak adlandirilir.
Birgok kimyasal karsinojen, neoplazi olusturmak tizere birlikte veya diger karsinojen
etkilerle beraber (6rnegin viruslar veya radyasyon) etki edebilirler (9).

Mutajenik kimyasallara sigarada bulunan mutajenik katran, kozmetikler,
birgok sa¢ boyasi, hekzaklorofen sabunlar, kizartilan etlerdeki yanmus proteinler,
bazi sebzelerdeki herbisit, fungusit, insektisit gibi kimyasal kalintilari, baharatlar,

komiir katram komponentleri, benz(a)pyrene drnek verilebilir (11).

Tablo 2.4.1.1°de ana kimyasal karsinojenler verilmistir (9).



Tablo 2.4.1.1. Ana Kimyasal Karsinojenler (9)

Dogrudan etkili karsinojenler

Alkile edici ajanlar

Antikanser ilaclar (siklofosfamid, klorambosil, nitrozurea ve digerleri)
Asile edici ajanlar

1-asetil-imidazol

Dimetil korbamil klorid

Metabolik aktivasyon isteyen prokarsinojenier

Polisiklik ve heterosiklik aromatik hidrokarbonlar
Benzopiren

Dibenzantrasen

3-Metilkolantren

7,12-Dimetilbenzantrasen

Aromatik aminler, amidler, azo boyalan

2-Naphtylamin (B-naphtylamin)
2-Acetylaminofluorene
Dimetillaminoazobenzen

Dogal bitkisel ve mikrobiyal iiriinler

Aflatoksin
Griseofulvin
Betel nuts

Digerleri

Nitrosamin ve amid
Klorid, nikel, kromium
Poliklorinad bipenil
Arsenik

Asbestos

2.4.2 Fiziksel Etkenler

Iyonlastiric1 radyasyon ve kisa dalgaboylu UV (ultraviyole) akla ilk gelen
fiziksel etkenlerdendir. (9). Goriilen 1g1gmnkinden daha kisa dalga boylu herhangi bir
radyasyon formu hiicrenin ¢ekirdegine girdiginde biiyiik bir olasilikla kansere neden
olabilmektedir (12). Giinesten yeryiiziine gelen veya yapay olarak iretilen UV
1sinlary, X 1gmlari, niikleer flizyon veya radyoniiklidler kaynak olabilir (9).

Radyasyon ile kanser olusumu arasindaki ilk gozlemler, X isinlari ile galisan
radyoloji onciilerinin birgogunun ellerinde ortaya ¢ikan deri timorleridir. Bu
konudaki bir diger 6rnek de Pierre ve Marie Curie ile kizlar1 Irene’dir. Marie Curie
ve kiz1 Irene, her ikisi de 16semiden &lmiislerdir ve bunun sebebinin radyoaktiviteyle
ilgili deneyleri sirasmda maruz kaldiklari radyasyon oldugu kabul edilmektedir. ilk

zamanlarda kanser vakalarmin bu kadar yiiksek olusunun sebebi, radyasyon



etkilerinin bilinmemesine bagli olarak, ¢alismalarin radyasyondan korunma ile ilgili
hicbir 6nlem alinmaksizin yiiriitiilmiis olmasidir (14).

ikinci Diinya Savast sirasinda, Hirosima ve Nagasaki’ye atom bombalarinin
atilmasindan sonraki 8-10 yil igerisinde, buralarda yasayan insanlarda maksimum

diizeyde goriilen kanser vakalar1 da radyasyonun bir sonucudur (12).

Bu gézlemlerden sonra yapilan hayvan deneyleri ve buna ek olarak cesitli
sekillerde radyasyona maruz kalmis insan gruplarinda yapilan incelemeler.
radyasyonun spontan olarak meydana gelen tiim kanser tiplerinin olusma oranmi
(insidans) arttird1gin1 gostermistir.

Radyasyon hemen hemen biitiin dokularda tiimér olusumuna yol agabilir.
Ancak bazi tip tiimérler digerlerine oranla daha yaygin goriilirler. Genellikle sik
boliinen hiicrelerden olusan doku ve organlar, boliinme hizi diisiik olan hiicrelerden

olusan doku ve organlara gore tiimor olusumuna daha elverislidir.

Tiimorler genellikle radyasyona dogrudan maruz kalan organlarda ortaya
¢ikarlar. Ancak kanser olusumunun dolayli olarak meydana geldigini gosteren veriler
de vardir. Ornegin, tiroit bezi BIT jle 1gmlandirilnug farelerde, hipofiz tiimdrlerinin
olustugu saptanmustir.

Radyasyonun karsinojen etkisinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Iyonlastiric1 radyasyonlarin karsinojen ozellie sahip olmalart
sebebi ile, kanserlesmenin normal hiicrelerde radyasyon etkisi ile ortaya ¢ikan
somatik mutasyonlar sonunda meydana geldigi ileri siirtilmiistiir. Bu goriis tek bagina
tiim mekanizmay1 agiklamak i¢in yeterli degildir. Ancak radyasyon etkisi ile olusan
bir somatik mutasyonun, tiimér olusturan olaylar zincirinin bir “halkasi oldugu
soylenebilir. Radyasyon etkisi ile kromozomlarda meydana gelen degisiklikler,
protoonkogenlerin onkogene doniisiimiine, onkogenlerin aktivasyonuna sebep
olabilir (mutasyonlar). Onkogenlerin aktivasyonu yolu ile olusan ve radyasyona 6zgii
olan bir kanser ile ilgili direkt bir kamit bugiine kadar elde edilememistir. Ancak
onkogenlerin aktivasyonunun radyasyon etkisi ile olusabilecegi, bu konuda indirekt
de olsa, bir baglantinn varhigmi diigiindiirmektedir. Bunun yaminda onkogen
aktivasyonu modeli, radyasyon, viruslar ve kimyasal maddeler gibi birbirlerinden
ok farkli etkenlerin tiimiiniin benzer sekilde kanser olusturmasmni da bilyik dl¢tide

aciklamaktadir. Bunlarm timi DNA molekiillerinde hasarlara ve kromozom



aberasyonlarma yol agmaktadirlar. Bunun sonucu olarak da bir onkogeni aktive

ederek birbirlerine benzer sekilde malignansiye sebep olmaktadirlar (14).

2.4.3 Biyolojik Etkenler

a) Viruslar: Cok sayida DNA ve RNA virusunun kurbagalardan primatlara
dek birbirinden cok ayr1 hayvanda onkojenik oldugu kamitlanmustir. Ancak yogun
aragtirmalara ragmen, sadece birka¢ virusla insanlardaki kanser arasinda iligki
kurulmustur (9).

Retroviruslar transdiiksiyonla (9), Papova virus, Pox virus, Herpes virus ve
Adenoviruslar (11,13) genetik materyallerinin insersiyonu ile protoonkogenleri

onkogene gevirerek kansere neden olabilmektedir.

Bir RNA virusu olan insan T hiicreli l6semi virusu Tipl (HTLV-1) ve DNA
viruslar insan Papilloma virusu (HPV), Epstein-Barr virusu (EBV) ve Hepatit B

virusu (HBV)nun insanlarda kansere neden olduklar: iddia edilmektedir (9,12).

b) Parazitler: Helmintlerin Trematoda sinifina dahil, insanlarda parazitlik
yapan, Schistosoma’larla infestasyona ugramis kisilerde karaciger ve mesane
kanserleri riskinin fazla oldugu bildirilmistir (10). S. haematobium, Afrika’daki
insanlarda yumurtalarm irritasyonu ile mesane kanserleri ve S. japonicum, Dogu
Asya’daki insanlarda rektum kanserleri olusturabilmektedir (8).

¢) Hormonlar: Eskiden menopoz semptomlarmin ortadan kaldirilmast i¢in
kullamlan &strojen, simdi postmenopozal kadmlarda osteoporozun gidigini
yavaslatmak ve durdurmak igin progesteronla birlikte veya tek bagina yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Ostrojenler uzun siire kullamldiklarmda karaciger kanseri ve eger
progesteron ile birlikte kullanilmazlarsa endometriyum ve meme kanseri riskini
arttirrlar. Oral kontraseptiflerin de dozaj ve kullamm siiresi ile ilgili olarak uterus
serviks kanseri ve karaciger kanseri riskini arttirici rol oynadiklar1 bildirilmistir

(1,8.9).

2.5 Kanserin Onlenmesi

Kanserden korunmak, “birinci derece onleme”dir. Asemptomatik kisilerde
yapilan taramalarla kanseri erken evrede, daha iyisi prekanserdz evrede yakalamak

ise “ikinci derece dnleme™dir.



Birinci derece Onleme, beslenme bi¢iminde dikkatli olunmasi, sigara ve
karsinojen maddelerden uzak durma gibi kanserin vazgegilebilir - kagimlabilir
nedenlerinden uzak durmakla saglanabilir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, A vitamini ya
da beta karotence zengin yiyeceklerle beslenenlerde kanser insidansinin daha az
oldugunu gostermektedir. Selenium, E vitamini (a-tocopherol), C vitamini (L-
ascorbic acid), yesil ve sar1 sebzelerin koruyucu etkileri bildirilmistir. Hayvan
deneylerinde farmakolojik miktarlarda C vitamini, E vitamini, A vitamini ve bunun
analoglar1 (retinoidler) ve beta karotenin onemli derecede koruyucu etkisi

goriilmektedir (10).

2.6 Kemoterapi ve Antineoplastik Ajaniar

Antineoplastik  kemoterapi, kanserin ilagla tedavisi demektir (10).
Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi, hastanin-normal hiicrelerine zarar vermeden
veya ¢ok az toksik etki yaparak tiimér hiicrelerinin biiyiimesini ve g¢ogalmasini
durdurmak veya onlar1 yok etmektir (1,15,16).

Kanser tedavisinde kemoterapi, lenfoma hiicrelerine karsi hardal gazinin
(nitrogen mustard) uygulanmasiyla, 1940°ta ilk kez kullanilmustir (2). Bugiin bilinen
¢ok sayida antineoplastik ajandan 50 kadar:1 kanser kemoterapisi i¢in kullaniimakta
(10,15) ve kanserin cinsine gére bu 50 kadar ilagtan biri tek basina, birkag: birlikte
veya birkag1 birbiri ardindan uygulanmaktadir (10).

Antineoplastik ilaglar, kanser hiicrelerine de agiz mukoza epiteli, barsak
mukoza epiteli, kemik iligi hematopoietik hiicreler, sa¢ folikiilleri gibi hizhi bigimde
¢ogalan normal hiicrelere de ayni etkiyi yapabilirler (10,15). Ancak kanser hiicreleri
normal dokulardan daha hizh ¢ogaldiklar i¢in daha fazla zarar goriirler. Ayrica hizli

cogalan normal hiicreler kanser hiicrelerinden daha gabuk iyilesmektedirler (10).

Kanserli bir hiicre ile normal bir hiicreyi birbirinden ayiran spesifik bir
karakter olmamasina karsin genetik, metabolik, kinetik ve membran farkliliklar1 ayirt
edilebilmektedir. Ancak tam anlamiyla selektif sekilde kanser hiicresini dldiiren bir
antineoplastik ila¢ bulunamamugtir. Normal hiicreye en az diizeyde etki yapan ilag

kanser kemoterapisinde ideal ilagtir (15,16).



Kanser kemoterapisi son yillardaki hiicre kinetigi ile ilgili gelismelerden
bityiik 6lgiide yararlanmistir. Cesitli sitotoksik ilaglar, kanser hiicrelerinin ¢ogalma
sikluslarinmn farkli fazlarinda etki yapmaktadirlar (10,15).

Béliinen bir hiicrenin ikinci kez bdliiniinceye kadar gegirdigi devreye hiicre
siklusu denir. Hiicre siklusu dort belirgin sathaya ayrilir: G; (sentez oncesi), S
(sentez), G, (mitoz ncesi), M (mitoz). Bu sathalar hem normal hiicrelerde hem de
kanser hiicrelerinde aynidir, sadece safhalarin siireleri kanser hiicrelerinde normal

hiicrelere nazaran daha kisadir.($ekil 2.6.1).

Mitoz

interfaz

Sekil 2.6.1. Hiicre siklusu diyagram

G, Safhas: Hiicre boliinmesinden hemen sonra baglar (12). Senteze hazirlik dénemidir (15).
Hiicre boliinmesi igin gerekli proteinler, enzimler, diger yardimci maddeler ve ATP sentezlenir (17).
Siiresi hiicrenin gogalma hizina gére degisir (11,15,17).

S Safhasi: DNA sentezlenir ve kromatin replike olur (12,15,17). RNA sentezi devam
eder,protein sentezi en yiiksek diizeye ulasmistir (16). Hiicre metabolizmasi en akfif doneminde olup
antimetabolik ilaglara ¢ok duyarhdir (15).

G, Safhasi: Mitoza hazirhk donemidir. DNA sentezinin tamamlanmasindan mitozun
baslamasina kadar gegen evredir (12,15). DNA sentezi bitmisti. RNA ve protein sentezi G
sathasinda oldugu kadardir. Bu siireg tamir olaylarmin oldugu en 6nemli donemdir. Bundan sonra
mitoz baslar (16).

Gy, S, G, safhalar1 interfaz1 olusturur.

M Safhasi: Mitoz bdliinmenin meydana geldigi evredir (11,12,15,17). Sonugta iki yavru
hiicre meydana gelir. S safhasinda sentezlenmis olan DNA iki yavru hiicreye gegmistir (16).

Organizmanm tiim hiicreleri, aym zamanda aym fazda degillerdir
(asinkronize). Baz1 hiicrelerin aktiviteleri hiicre siklusu sirasinda gegici veya siirekli

olarak durur. Bu tip hiicreler bir anlamda déngiiden gekilerek metabolizmalarini



degistirmekte ve bitylimelerini durdurmaktadir. Bu hiicreler Go'daki hiicreler olarak
tammlanir (12,15). Go'da yer alan, yani boliinme potansiyeline sahip ancak bir siire
icin bolinmeyen hiicreler tiimor kitlesinin kaynak hiicre havuzunu olustururlar.
Gy daki hiicreler stabil hiicreler olarak adlandirilir. Bu hiicreler aktif olarak béliinen
hiicreler (=labil hiicreler) ile denge halindedir. Ayrica bazi hiicreler farkhlasma
sonucu veya hiicrenin 6liimii sonucu siklustan irreversibl olarak ayrilirlar. Tamamen
farklilasmus hiicreler mitoz gegirmezler. Bu hiicreler permanant (béliinmeyen)
hiicreler adim alirlar (9,15). Bu bilgiler dogru kemoterapétigin dogru uygulanmasi

acisindan onemlidir.

Giiniimiizde kullanilan antineoplastik ajanlarin hemen tamami, en biiyiik
etkisini siklustaki hiicreler iizerine gosterir. Bu nedenle yiiksek biiyime fraksiyonlu
tiimorler, ornegin lenfomalar, antineoplastik ajanlara ¢ok duyarlidir. Ancak kolon
kanseri gibi diigiik biiyiime hizina sahip tiimorler nispeten rezistandir. Boyle
vakalarda Oncelikle tiimor hiicreleri Gy’dan hiicre siklusuna kaydirilmalidir. Bu,
cerrahi yolla veya radyasyonla tiimor kiitlesinin kigtltiilmesiyle saglanabilir
Yasayan tiimor hiicreleri yeniden hiicre siklusuna girer ve boylece ila¢ tedavisine
daha duyarh hale gelir (9).

Kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar niikleik asit biyosentezini, protein
sentezini ve mitozu inhibe ederek, niikleik asit yapisini bozarak veya enzimatik
cevreyi degistirerek etkili olmaktadirlar (15,16).

Antineoplastik ajanlar genel etki mekanizmalarma ve kaynaklarma gére su
sekilde simflandirlirlar:

1. Alkilleyici ilaglar: Hiicre siklusunun herhangi bir fazina 6zgii
degillerdir. Hiicreleri, hangi fazda olurlarsa olsunlar etkileyebilirler. Ancak hiicreler
G ve S fazlarinda bu ilaglara daha fazla duyarhdirlar. DNA ¢ift zincirinde bir veya
birden fazla noktaya kovalent bagla (irreversibl) baglanarak DNA molekiiliinii
alkillerler. Boylelikle DNA’nin transkripsiyonu ve replikasyonu engellenir.
DNA’dan bagka enzimleri ve diger hiicre proteinlerini de alkilleyerek sitotoksik etki

yaparlar. Cyclophosphamide, chlorambucil, nitrosourealar bu gruba 6rnektir.
2. Antimetabolitler: DNA, RNA ve diger temel hiicre komponentlerinin
sentez zincirinin degisik basamaklarinda substrat veya koenzim olarak rol oynayan

gesitli dogal metabolitlerin analoglaridir. Bu nedenle enzim iizerinde kendilerine



ozgii noktalara kars1 onlarla yangirlar ve baglanmalarmi inhibe ederler. Faza 6zgi
ilaglardir. Hizli ¢ogalma dénemindeki gogalma fraksiyonu yiiksek tipteki timérlere
daha fazla etkilidirler. Ornegin; methotrexate, fluorouracil, gemcitabin.

3. Bitkisel kaynakli ilaclar (Bitki alkaloidleri): Hiicre siklusunun M
fazina dzgil, sitotoksik ilaglardir. Vinka alkaloidleri (vincristine, vinblastin) bunlara
ornek verilebilir.

4. Antibiyotikler: Cesitli mikroorganizmalarm kiiltiirlerinden elde edilen
antibiyotik niteliginde antineoplastik ilaglardir. Replikasyon ve transkripsiyonu
engelleyerek, hiicrede serbest radikal olusturup DNA zincirinde kiriklara neden
olarak etki gosterirler. Bleomycin, Daunorubicin, Adriamycin, vb.

5. Platin kompleksleri: DNA cift zincirine ¢apraz baglanirlar. Faza 6zgii
degillerdir. Cisplatin, carboplatin Srnektir.

6. Enzimler: Bakteri kiiltiirlerinden X;azulanan L-asparaginaz enzimidir.
Asparagin aminoasitinin yikilmasim kataliz ederek viicut sivilarinda asparagin
stogunu azaltir. Boylece tiimor hiicreleri asparagin alamaz, protein sentezi bozulur
.

7 Hormonlar ve hormon antagonistleri: Bazi timor hiicrelerinin
hormonal mikrogevresini bozarak bunlarin ¢ogalmasmm engellerler (16). Androjenler,

progesteronlar, antidstrojenler.

Bu smiflara 6rnek ilaglar Tablo 2.6.1°de 6zetlenmistir (18).



Tablo 2.6.1. Baz1 antineoplastik ajanlar [Vademecum (Modern ila¢ Rehberi) 2001’den (18)
ozetlenerek|

ALKILLEYICILER

Alkyl sulfonatlar

Busulfan, Improsulfan, Piposulfan

Aziridinl

Benzodepa, Carboquone, Meturedepa, Uredepa

Ethyleniminler ve Methylmelaminler

Nitrogen mustardlar

Chlorambucil, Cyclophosphamide, Ifosfamide

Nitrosurealar

Diger

Dacarbazine, Mannomustine, Mitobronitol, Pipobroman, Temozolomide

ANTIMETABOLITLER

Folic acid loglar

Denopterin, Edatrexate, Methotrexate

],
Lart

Purine

-3

Cladribine, 6-Mercaptopurine

Dirividi )
ryr I

Fluorouracil, Gemcitabine, Cytarabine

ALKALOIDLER

Docetaxel, Etoposide, Irinotecan, Paclitaxel, Teniposide, Topotecan,
Vinblastin, Vincristin, Vindesine

ANTIBIYOTIKLER

Aclacinomycins, Actinomycin F;, Adriamycin (Doxorubicin HCI),
Anthramycin,  Bleomycins, Daunorubicin,  Epirubicin,  Idarubicin,
Mitomycins, Plicamycin, Pirarubicin, Streptozocin, Zorubicin

PLATIN KOMPLEKSLERI

Carboplatin, Cisplatin

HORMONLAR

Androjenler, Antiandrojenler, Antiadrenaller, Antiestrojenler (Tamoxifen),
Aromatas inhibitérleri, Estrojenler, LH-RH analoglari, Progesteronlar (18)

ENZIMLER

L-Asparaginase (1)

2.7 Antrasiklin Antibiyotikler ve Adriamycin

Antrasiklin antibiyotikler 1960’larin baglarmdan beri gesitli farmasotik
laboratuarlarda izole edilmis ve iizerinde halad caligilmaktadir (19). Kemoterapide
kullamlan antrasiklin antibiyotiklerin antineoplastik aktiviteleri ilk kez 30 yil once
gosterildi (3). Antineoplastik antibiyotikler ¢ok genis spektrumludur ve 1000°den
fazla analoga sahiptirler. Orijinal antrasiklinler kanser tiplerinin ¢oguna kars1 etkindir

(2,3). Gegtigimiz 20 yil i¢ginde antrasiklinlerin bazi biyolojik etkileri agiklanmustir.



(Tablo 2.7.1). Bu etkiler kisaca; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu,
DNA polimeraz, RNA polimeraz ve DNA tamir enzimlerinin, topoizomeraz I ve
topoizomeraz II’nin inhibisyonu ve hiicre membran yapilarinda degisikliklere neden

olan serbest radikallerin tiretilmesi seklinde agiklanabilir (2, 3,19).

Tablo 2.7.1. Anthracyclinlerin biyolojik etkileri

Mitokondrial oksidatif fosforilasyon

DNA polimerazlar
g RNA polimerazlar
> DNA tamir enzimleri
:—é Metallothionein sentezi
i Topoizomeraz I
- Topoizomeraz II
Helikazlar
Serbest radikal tiretimi

Membran modiilasyonu

Endoniikleolitik ayrilma

ADR (Doxorubicin, 14-hydroxydaunorubicin), Streptomyces peucetius 'tan
elde edilen mutant Streptomyces peucetius var. caesius kiiltiirinden izole edilmis
sitotoksik bir antrasiklin antibiyotiktir (2.3,4.20).

Kimyasal yapist kromoforik 4 halkali bir aglikon kismi (subs/titile antrasiklin
halkasi) ile ona glikozid bag: ile eklenmis nadir bir aminoseker (daunozamin)den

olusur (Sekil 2.7.1) (16,20).



Cy7H2oNOy * HCI
M.W. - 579.99

Sekil 2.7.1. Adriamycin’in kimyasal formiilii (20).

ADR, DNA’ya baglanma ve niikleik asit sentezini inhibe etme yetenegine
sahiptir (2,4). Interkalasyon ile DNA’ya baglanarak replikasyon ve transkripsiyonu
bozar. Topoizomeraz II inhibisyonunun sonucu olarak DNA’da kiriklar (DNA
cleavage) meydana getirir (4,21). Serbest radikal olusturarak DNA’da hasar yapar
(21). Hiicre siklusunun herhangi bir fazina 6zgii degildir (16,21); fakat S fazindaki
hiicrelerde etkinligi en fazladir (16).

ADR mide-barsak kanalindan absorbe edilmez (16,22). Dokulara fazla
baglanip oradan yavas salinir. Ilag, karaciger, kalp, akciger ve bobreklere hizla varir
ve bu organlarda bazi degisimlere yol agabilir (16). Karacigerde hizli metabolize
edilmesine karsin viicutta kahgi ve etkisi uzun siirer. Biiyikk kismy safra yolu ile
atilirken bir kismi da bébreklerden atir (22). Idrarin rengini kirmiziya boyar
(16,18). Kan-beyin bariyerini asmaz (20). Plasental gecis vardr (21). Anne siitiine
gecmektedir (20,21).

ADR, iv. veya intravezikal yollarla uygulanmaktadir (18). I.v. yolla ADR
uygulamast sirasnda, ilacin damar digma sizmasi dokularda ekstravazasyona sebep
olabilir (23). Topikal ADR uygulamasinin mesane mukozas: tarafindan iyi tolere
edildigi bildirilmistir (24). Arastiricilar, ovaryum kanserli 15 hastadan olusan bir
grupla yaptiklar1 bir calismada, ip. olarak lipozomal ADR uygulamasiyla,

sturlanmus toksisite ve imit verici klinik cevap bulmuslardir (3).



Cok genis spektrumlu olmasma karsin yan etkilerinin fazla olusu ADR i¢in
bir dezavantajdir. En bityik yan etkileri kemik iligi depresyonu (16,18) ile akut ve
kronik kardiyotoksisitesidir (2,3,10,15,16,18,20,21,22,24,25,26,28,29,30,31,32,33).
Ayrica bulanti, kusma, alopesi (sa¢ dokiilmesi) (18,21,25,34,35), diyare, agizda
iilserasyon (18,21,25) ve ekstravazasyon (23) da ADR’in toksik etkileridir.

ADR, lipit peroksit radikalleri seklinde kardiyotoksisiteye neden olmaktadur.
ADR’in antioksidant etkiye sahip vitamin A ile birlikte uygulandig1 zaman bu yan
etkilerin azaldigi deneysel olarak gosterilmistir (2). Yine farelerde yapilan
caligmalarda vitamin E’nin miyokardi ADR toksisitesinden korudugu bulunmustur.
Sprague-Dawley tiirii siganlarla yapilan bir baska calismada ise vitamin C
kullamminin, ADR ekstravazasyonunda, nekrozu belirgin olarak azalttif1 tespit

edilmistir (23).

2.8 Uygun Tiimér Ve Uygun Konut Segimi

Neoplastik ¢alisma yapacak kisi 6ncelikle tizerinde caligacagi timor ve onun
konutunu se¢melidir. Arastirmanin niteligine, amacma en uygun tiimdr-konut
sistemini segmek zorunludur (6).

1950°li yillardan sonra transplante edilebilen tiimorlerin olusturdugu modeller
tercih edilmeye baslanmustir. Giiniimiizde kullamlan bu tiir modellere 6rnek olarak
Krebs 2 Ascites Carcinoma, Ehrlich Ascites Carsinoma, Sarcoma 180 Ascites tiimor
ve Crocker Mouse Sarcoma gibi tlimérler verilebilir (5).

Yapilacak deneysel galigmada tiimor modelinin belirlenmesi kadar, deney
hayvan tiirii ve soyu ile uygun yas ve cinsiyetin belirlenmesi de ('Snerp]idir.

Caligmalarda tiimor tutma basarisimn yiikselmesi igin geng eriskin olarak
nitelenen yastaki (yaklasik 2 aylik) hayvanlarm segilmesi uygundur. Fareler i¢in 18-
22 g, siganlar ve hamsterler i¢in 100-110 g agirhgindaki bireyler tercih edilmelidir
G

Transplante edilebilme orani ¢ok yitksek hemen hemen %100 olan Ehrlich
Ascites Tiimérii (EAT) hig regresyon gostermez, ¢ok kisa yasama siirelidir ve %100
liime gotiiriir. Immiinolojik agidan TATA (=Tumor Associated Transplantation
Antigens)’lara sahip degildir (6). Biz bu ozellikleri nedeniyle, EAT nin kendi

amaglarimiza en uygun oldugunu diisiindiik. Konut olarak Balb/C ki, ortalama 25 g



agrhginda, inbred erkek fareleri kullandik. Ciinkii EAT farelere ozgiidiir. Fare
disindaki sican, tavsan, kobay gibi deney hayvanlarinda red olay: gdzlenmektedir
(5,7).

2.9 Ehrlich Ascites Tiimérii (EAT)

EAT hiicreleri 1905°te, bir farede spontan olarak baglayan meme
adenokarsinomundan kdkenlenmis, 1932 yilinda Leuwenthal ve Jahn tarafindan asit
tiimor haline getirilene kadar kat1 form halinde dretilmistir. Uretimlerinden sonra

heterojen karyotipli ¢ok sayida altsoylan: gelistirilmistir (36,37).

2.9.1 Asit Form

Tiimor hiicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra
orada ¢ogalmalar1 ile neoplastik hiicreler ihtiva eden bir efflizyon meydana gelmesi,
asit (=ascites) terimi ile ifade edilir. 1932’de Loewenthal ve Jahn Ehrlich timériiniin
asit seklini elde ettiler (6,38). Genellikle tiimorler, tekrarlayan pasajlarla
virulanslarmi arttirrlar. Bu gibi tiimérlerin bilyiime iz artar. Diferansiyasyon
gitgide kaybolur, gelismeyi kontrol eden baslica mekanizmalardan siyrilir,

heterotransplantabilite kabiliyeti kazanir ve nihayet asit formuna doniisebilirler (6).

Asit, gri-beyaz bazen hafif kanli goriiniimde koyu bir sividir ve 0.1 cc’de
yaklagik 10.000.000 neoplastik hiicre ihtiva eder (6,36).

Asit formlar tiimériin pasaj yoluyla devam ettirilmesine kolaylik salamasinin
yam sra tiimor hiicrelerinin yapisi ve biyokimyasinin incelenmesine de avantaj
getirmistir. EAT amaca gdre asit form veya solid form olarak kullaniimaktadur. Eger
tiimor hiicresi igeren asit stvist deney hayvanina i.p. yolla enjekte eéilirse asit form,
s.c. yolla enjekte edilirse solid formda elde edilmis olacaktir (5,7).

Bu hiicreler, farelerin peritoneal boslugunda siispansiyon halinde gogalirlar ve
in vitro’da yapay yiizeylere yapigmazlar (36). EAT hiicreleri farenin peritoneal
bosluguna inokulasyonu takiben iki fazda gogalirlar. Bu fazlar hiicre sayisinn
eksponansiyel olarak arttif1 cogalma fazi ve bunu izleyen, hiicre sayisinin hemen
hemen sabit kaldig1 plato fazidir (37). EAT hiicrelerinin sayilari gogalma periyodu
boyunca hizli hiicre bolinmeleri ile artar ve periton boslugunu doldururlar. Timor

hiicrelerindeki bu cogalmaya paralel olarak asit sivist birikimi de meydana gelir (36).
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Pasajdan 4-6 giin sonra asit tesekkiil etmekte oldugu anlasilabilir (Sekil 2.9.1.1 ve
Sekil 2.9.1.2). Toplam 5-12 cc asit tesekkiil eder (6,36).

Sekil 2.9.1.1. Normal (saghkl) fare (solda) ve EAT gelismis fare (sagda). Karin ileri derecede
sismis, saghkh fareden kolayca ayirt ediliyor.

Sekil 2.9.1.2. Normal (saghkl) fare (6nde) ve EAT gelismis fare (arkada). Karin ileri derecede
sismis, saghkli fareden kolayca ayirt ediliyor.
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Yapilan arastirmalarda, 3x10° EAT hiicresinin i.p. enjeksiyonundan sonra
hiicre sayisinin dokuzuncu giine kadar eksponansiyel olarak arttig1, dokuz ve onuncu
giinden itibaren de plato fazma girildigi goriilmiistiir (36). Hiicre siklusunun tiim
fazlar1 timériin yasiyla artar. DNA sentez periyodu 10 giinlitk tiimdrde 48 saattir.
Ayni zamanda hiicre kayip oran da yash tiimérlerde artar; fakat gogalan fraksiyon
(GF) degismez (39).

EAT hiicrelerinin ¢ogalma fazindan plato fazina gegisleri boyunca,
mitokondri sayisinda, protein sentezinde, ATP igerigi ve ATP déniisiimiinde azalma
(40), DNA ve RNA biyosentezinde azalma (36,40), intraseliiler piirin, pirimidin
niikleotidleri, niikleosidleri ve bazlarinm kaybi (40,41), glutatyon (GSH) igeriginde
azalma (42), yapisal bozulmalar, timidin kinaz aktivitesindeki azalmadan dolay1
timidin konsantrasyonunda artis, trigliseritlerin, kolesterol esterlerinin ve serbest yag
asitlerinin artmasi gibi bir takim morfolojik ve metabolik degisiklikler meydana
gelmektedir (36).

EAT hiicrelerinin sayilari gogalma periyodu boyunca hizli hiicre bolinmeleri
ile artar ve periton boslugunu doldururlar. Tiimor hiicrelerindeki bu gogalmaya
paralel olarak asit sivis1 da birikir. Belli bir zaman sonra da konak hayvan hem tiimor
hacminin olusturdugu basing, hem de tiimériin organizmaya verdigi hasar sonucunda

sliir (36).

2.9.2 Solid Form

Ehrlich tiimorii bir farede meme tiimérii olarak baslamug, Ehrlich ve Apolant
tarafindan bundan transplante edilebilir solid tiimor elde edilmistir (38). Ehrlich
tiimorii hiicrelerinin deri alt1 verilmesi ile 1 haftada yaklasik 1 cm Qaﬁ’mda tiimér elde
edilir. Bu biiyiikliige ulastiginda tiimoriin ortasinda bir miktar nekrotik saha vardir.
Az miktarda konnektif doku ihtiva eder. Tiimér hiicreleri esit biiyiikliikte degillerdif.
caplar1 20-30 pdur (6).

Solid Ehrlich tiimérleri 0.4-1.8 g agirhk araliginda yaklasik 10 giinliik iki kat
olma zamanma (Tg:doubling time) sahiptir. Solid tiimdriin oldukga yavas biiytimesi
yiiksek oranda hiicre Sliimiinden kaynaklanir (39).
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Tiimériin tutma orammn yiksek olusu, hizli gelismesi ve infiltratif biytime
g6stermesi yiiksek derecede malign oldugunu gosterir. Regresyon meydana gelmez

ve hayvan 40-50 giinde oliir (6).

2.9.3 Alt Formlar

H. Lettré yaptig1 calimalarla Ehrlich tiimoriinii kalitatif ve kantitatif agidan
temel arastirma vasitasi haline getirmeyi ve fkinci Diinya Savagi sirasinda timori
devam ettirmeyi basarmistir. Uygun bir test sistemi olarak aramir kullamlir hale
geldiginden 1948’den sonra hizla biitiin diinya enstitiilerine yayilmstir (34).

Orijinal tiimér hiperdiploiddir. Cesitli bilim adamlar1 yaptiklar ¢ahismalarla
bu tiimériin gok sayida alt formunu elde etmislerdir: Hauschka tetraploit, Eve
Kramer kolsisin rezistans ve Scholz ise Glikojen+ ve Glikojen@ alt formlarim elde
etmeyi basarmuglardir (38).

Caligmamizda uzun yillardir Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Radyobiyoloji Anabilim Dali’nda pasajlarla devami saglanan hiperdiploid

tliméril kullandik.

Bu tez ¢ahismasinda amacimiz ADR’i i.p., i.v. ve s.c. yollarla uygulayarak
bu maddenin EAT hiicreleri iizerindeki etkilerini karsilastrmah bir sekilde

incelemektir.
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3 MATERYAL VE METOT
3.1 Deney Hayvanlari

Kullamlan deney hayvanlar1 istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Arastirmalar1 Merkezi’nden (DETAM) temin edildi. Uygun kosullarda
ozel plastik kafeslere kondu. Beslenmelerinde kullanilan yem Gaziantep Yem
Fabrikasindan getirildi. Yemin bilesiminde bulunan maddeler Tablo 3.1.1 ve Tablo

3.1.2’de verilmistir.

Tablo 3.1.1. Deney hayvanlarma verilen yemin bilesimi

Yem Maddeleri Yiizdesi (%)
Misir 34,00
Arpa ) 5.40
Bugday 13,00
Kepek 2,00
Soya Kiispesi 25,00
Balik Unu 8,50
Et-Kemik Unu 4,00
Kireg Tas1 0,50
DCP 1,00
Tuz 0,60
Vitamin Karmasi 1,00
Mineral Karmasi 1,00
Melas 4.00




Tablo 3.1.2. Deney hayvanlarina verilen yemdeki besin maddeleri ve enerji diizeyi

Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyi Yiizdesi (%)
Kuru Madde 86,32

Ham Protein 23,99

Ca 1,17

4 0,90
Met+Sis 0,77

Lizin 1,48

Ham Yag 3,00

Ham Seliiloz 3,18
Metabolik Enerji (kcal/kg) 2658,31

3.2 Ehrlich Ascites Timérii (EAT) Hiicreleri

Deneyde kullanilan EAT hiicreleri, hiperdiploid EAT hiicreleridir. Bu
hiicreler 1977 yilinda K6ln Radyobiyoloji Boliimii'nden temin edilerek Istanbul
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Radyobiyoloji Anabilim Dali’'nda
devami saglanmustir. Buradan 2001 yilinda Universitemize gdnderilmis ve o tarihten
bu yana pasajlarla devam ettirilmektedir. Rutin olarak her 13 giinde bir, bir fareden
digerine transplantasyonlar1 yapimaktadir. Transplantasyon igin deney hayvani
olarak 2.5 aylik (20-28 g) Balb/C irki inbred erkek fareler kullanilmaktadir. Steril
enjektor yardimiyla 13 giinliik dondr farenin periton boslufundan i¢inde timor
hiicrelerinin bulundugu asit sivist alinmakta ve alic1 fareye i.p. yolla 0.1 ml enjekte

edilerek bir fareye 3x10° tiimdr hiicresi transplante edilmektedir.

3.3 Deneysel Uygulamalar
Deney hayvam olarak ortalama agirligi 25 gr olan Balb/C wrki eriskin inbred
erkek fareler kullamldi.

Her birinde 12 adet fare bulunan 6 grup (3 kontrol+3 deney) olusturuldu. Bu
fareler 12 saat aydmlikta (06:00-18:00), 12 saat karanlikta (18:00-06:00) tutularak



standardize edildi. Kontrol ve deney gruplarmm galisma progranm Tablo 3.3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.3.1. Kontrol ve Deney Gruplar: Calisma Programi

Grup no | Denek Uygulanacak Madde Uygulama
Sayis1 (n) Yolu
I 12 EAT+ADR ip.
1I 12 EAT+ADR Lv. Deney
111 12 EAT+ADR sic:
v 12 EAT+Serum Fizyolojik ip.
AY 12 EAT+Serum Fizyolojik Lv. Kontrol
VI 12 EAT+Serum Fizyolojik - S:C

Dondr farelerden alinan tiimor hiicresi ihtiva eden asit sivisindaki timor

hiicresi say1s1 Neubauer lami kullamlarak tespit edildi. Fare basmna toplam 300.000

tiimér hiicresi olacak sekilde, kontrol ve deney gruplarindaki tiim farelere, i.p. yolla

transplantasyon yapildi. 10 mg ADR (Doxorubicin HCI) ihtiva eden flakondan

(Ticari ismi Adriblastina, Carlo Erba, Istanbul) bidistile su kullanilarak 1 mg/ml

konsantrasyonlu ¢ozelti hazirlandi. Transplantasyon yapilmis olan hayvanlara

sirasiyla:

Grup I (Deney): i.p. yoldan 0.01mg/g (viicut agirligr) ADR uygulandi.

Grup II (Deney): i.v. yoldan 0.01mg/g (viicut agirhigr) ADR uygulandi.

Grup III (Deney): s.c. yoldan 0.01mg/g (viicut agirhgi) ADR uygulandi.

Grup IV (Kontrol): ip. yoldan 0.25 ml serum fizyolojik uygulandi.

Grup V (Kontrol): i.v. yoldan 0.25 ml serum fizyolojik uyguland.

Grup VI (Kontrol): s.c. yoldan 0.25 ml serum fizyolojik uyguland.

Uygulamanin yapildig1 giin, 0. giin olarak kabul edildi. 2., 4., 6. ve 8.

giinlerde her gruptan rasgele 3’er fare secilerek dislokasyonla 6ldiiriildii. Periton
agilarak periton i¢i 50 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) ile yikandi. HBSS
bilesimi Tablo 3.3.2°de verilmistir. Tiimor hiicresi igeren asit sivisi + HBSS (50 ml)
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beherde toplandi. Hiicre gogalma hizini belirlemek i¢in Tripan mavisi kullamlarak
Neubauer laminda sayim yapildi. Mitotik indeks i¢in yayma preparatlar hazirland1.
Yaymalar fikse edildikten sonra Feulgen Stain yontemiyle ve ardindan Giemsa
boyasi ile boyand. Biitiin fareler i¢in aymi islem tekrarlandi. Yayma preparatlar
Olympus CH30 151k mikroskobunda 100’liik objektifte sayildi.

Tablo 3.3.2. HBSS’in bilesimi

Bilesen Miktar (g)
NaCl 8.00
KCl1 0.40
CaCl 0.14
MgS04.7H,0 P 0.10
MgCl.6H,0 0.10
Na,HPO4.2H,0 0.06
KH,PO4 0.06
Glukoz 1.00
Fenol kirmizisi 0.02
NaHCO; 0.35
Distile su (L) 1.00
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4 BULGULAR

4.1 Mitotik indeks

Kontrol (c) ve deney (i.p., i.v., s.c.) gruplarinda 2., 4., 6. ve 8. giinler i¢in
farelerden asit sivist alind1 ve her fare i¢in iiger adet preparat hazirland1. Fikse edildi
ve Feulgen boyasindan sonra Giemsa ile boyandi. Her preparatta 1000 adet hiicrede
mitoz yapan (yani profaz, metafaz, anafaz ve telofaz sathasinda olan) hiicrelerin
sayis1 belirlendi. Her hayvan igin ortalama mitoz sayisi tespit edildi ve % ortalama
degerleri ile standart sapmalar1 hesaplandi. Varyans analizi yapildi. Sonuglar Tablo
4.1.1, Sekil 4.1.1 ve Sekil 4.1.2’de gbriilmektedir. Preparatlarin fotograflart cekildi.
(Sekil 4.1.3,4.1.4,4.1.5,4.1.6, 4.1.7).

Varyans analizi sonucunda kontrol gruplar ile deney gruplarn arasinda gok
ileri diizeyde (p<0.0001) anlamis fark bulundu.

Deney gruplarinin kontrol gruplar ile ve kendi aralarinda giinlere gére ikili
karsilastrmalar1 SPSS 10.0 programu kullamlarak Student’s T testi ile yapildi.

T testi sonuclarina gére kontrol grubu ile ip. grubu arasinda tiim giinler (2.,
4., 6., 8.) icin ileri diizeyde anlamli fark bulundu (p<0.0001).

Kontrol grubu ile i.v. grubu arasmdaki fark 4. ve 8. giinler i¢in %1 diizeyinde
(p<0.01) anlamly, 6. giin i¢in %5 diizeyinde (p<0.05) anlamli bulundu.

Kontrol grubu ile s.c. grubu arasinda 2., 6. ve 8. giinler igin %1 diizeyinde
anlamli fark bulunamadi (p>0.01).

Lp. grubu ile i.v. grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmada 2., 4. ve 6. giin
degerleri bakimmdan %1 diizeyinde anlamli fark (p<0.01) bulu’nurken, 8. gin
degerleri bakimindan anlamli fark bulunamadi (p>0.01).

I.p. grubu ile s.c. grubu arasmnda tiim giin degerleri bakimindan ileri diizeyde
(p<0.0001) anlamh fark bulundu.

I.v. grubu ile s.c. grubu arasinda 2. giin degerleri bakimindan anlamh fark
bulunamazken (p>0.01), 4., 6. ve 8. giin degerleri bakimindan %1 diizeyinde anlamli
fark bulundu (p<0.01).



Tablo 4.1.1 Mitotik indeks yiizdesi. Kontrol (c), i.p., i.v. ve s.c. gruplarinda 2., 4., 6. ve 8.
giinlerdeki mitotik indeks yiizdeleri goriilmektedir.

Mitotik Indeks Yiizdesi

2.giin 4.giin 6.giin 8.giin

c. 1.197+0.1802 8.092+1.5863 1.852+0.4381 2.100+0.9633

ip. | 0.182+0.1406 0.200+0.2398 0.028+0.0441 0.278+0.4206

iv. | 3.039+0.6995 1.070+0.6748 1.167+0.7697 0.339+0.2690

Uygulama Yontemi

s.c. | 3.095+1.4259 5:311£1.5136 3.383+1.5714 1.052+0.3175
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Sekil 4.1.1. Mitotik indeks. Kontrol
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Sekil 4.1.2. Mitotik indeks. Kontrol (c), i.p., i.v. ve s.c. gruplarinda 2., 4., 6. ve 8. giinlerdeki
mitotik indeks yiizdeleri goriilmektedir.
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Sekil 4.1.3. Kontrol grubuna (4.giin) ait preparat. Ok ile isaretli hiicre ge¢ anafaz safhasindadir.

Sekil 4.1.4. Kontrol grubuna (4.giin) ait preparat. Ok ile isaretli hiicreler: Sagdaki metafaz,
soldaki ge¢ profaz safhasindadir.
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Sekil 4.1.5. i.p. grubuna (4. giin) ait preparat. Mitotik indeks, hiicre sayisi ve hiicre ¢coalma hizi
azalmistir.

Sekil 4.1.6. i.v. grubuna (4. giin) ait preparat. Mitotik indeks, hiicre sayisi ve hiicre ¢ogalma hizi
azalmistir.
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Sekil 4.1.7. s.c. grubuna (4. giin) ait preparat. Ok ile isaretli hiicreler profaz safhasindadir.

4.2 Hiicre Cogalma Hizi

Kontrol ve deney gruplarinda 2., 4., 6. ve 8. giinlerde, farelerin periton igi 50
ml HBSS ile yikandi. Olii ve canli hiicreleri ayirt etmek igin tripan mavisi
kullamlarak Neubauer laminda sayim yapildi. Ortalama degerleri ve standart
sapmalar1 hesapland1. (Tablo 4.2.1, Sekil 4.2.1, Sekil 4.2.2).

Varyans analizi yapildi. p<0.0001 diizeyinde ileri derecede anlaml fark

bulundu.
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Tablo 4.2.1. Hiicre ¢ogalma hizi. 300 000 EAT hiicresinin enjeksiyonundan sonra 2., 4., 6. ve 8.
giinlerde her grubun sahip oldugu hiicre sayisi goriilmektedir.

Hiicre Cogalma Hizi
2.giin 4.giin 6.giin 8.giin
1325 000 17 275 000 50 200 000 50 500 000
s + + + *
175 000 1225 000 200 000 9 780 000
B 2 000 000 1833333 2 166 667 1 000 000
8 hDs £ + + +
§ 1322876 577350 577350 200 000
<
g
i 2 800 000 3 766 667 3 800 000 8 066 667
§ | iv. ™ i i 5
= 1732 051 404 145 888 819 1401 190
2783 333 5433333 25 726 667 38 586 667
e + i L +
621 155 3 023 795 6301 439 12 569 190

35




Hiicre say1s1
1e+008 Rl

1e+007 §

1000000

100000

Sekil 4.2.1. Hiicre ¢ofalma hizi
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Sekil 4.2.2. Hiicre ¢ogalma hizi. 300 000 EAT hiicresinin enjeksiyonundan sonra 2., 4., 6. ve 8.
giinlerde her grubun sahip oldugu hiicre sayisi belirlenmistir.
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5 TARTISMA VE SONUG

Antineoplastik kemoterapi kanserin ilagla tedavisi demektir (10). Kanser
kemoterapisi, ilk kez 1940’ta, lenfoma hiicrelerine karst hardal gazinin (nitrojen
mustard) uygulanmasiyla basladi (2). Bugiin bilinen ¢ok sayida antineoplastik
ajandan 50 kadar1 kanser kemoterapisinde kullanilmaktadir (10,15). Kanserin cinsine
gore bu 50 kadar ilagtan biri tek bagima, birkagi birlikté veya birkac1 birbiri ardindan
uygulanir (10). Yine kanserin cinsine ve ilacin dogasina gére de ilaglarn uygulama
yollar1 degismektedir: i.v., intravezikal, i.p., im. (intramuskular), s.c., intrapleural,
vb.

Bu tez ¢ahgymasinda kullandigimiz ADR, antineoplastik etkili bir antrasiklin
antibiyotiktir. ADR, interkalasyonla DNA’ya baglanarak veya topoizomeraz II'yi
inhibe edip DNA’da kiriklar (DNA cleavage) meydana getirerek ya da serbest
radikal olusturarak etki gosterir (2.4.21). Yaphan calismalarda mitotik indekste
azalma meydana getirdigi gosterilmistir (16). Akut ve kronik 16semi, meme kanseri,
yumusak doku sarkomu (18, 21, 20), lenfoma, neuroblastoma (18, 20), ovaryum
kanseri, Hodgkin’s hastaligi, osteojenik sarkoma (20, 21) ve akciger kanserine (18,
21) kars1t yaygin sekilde; mesane kanseri, endometrium kanseri, mide kanseri,
karaciger kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, testis kanseri, retinoblastoma,

tiroid kanseri, Wilm’s tiimdrii ve benzerlerine kars1 daha az siklikla kullanilmaktadr.

ADR klinikte i.v. (18,20,21) ve intravezikal (18) olarak kullamlmaktadir.
Tahris edici dogasi nedeniyle s.c., i.m. yollarla verilmemektedir (20,21). Malviya ve
arkadaglarinin (43) yaptiklar1 bir ¢alismada ovaryum kanserli hastalara i.p. yolla
ADR uygulanmis, bu uygulama sonucunda terapétik avantaj saglandigi, ancak lokal
toksisitenin ilacin kullanimim smirlandirdig: bildirilmistir (43). Yine baska bir
kaynakta kimyasal peritonit riskinden dolay1 ADR’in i.p. uygulanmasi tavsiye
edilmemektedir (21). Ancak arastiricilar ovaryum kanserli 15 hastadan olusan bir
grupla yaptiklar1 bir galismada, i.p. olarak lipozomal ADR uygulamasiyla smirlanmis
toksisite ve timit verici klinik cevap bulmuslardir (3). Bir baska grup arastirici, yagda
¢6ziinmiis ADR emiilsiyonunu Ehrlich solid tiimérii tasiyan farelere i.p. olarak
uygulamiglar, ADR emiilsiyonunun serbest ADR’den daha fazla etkili ve

toksisitesinin daha az oldugu sonucuna varmuslardir. Ayrica ADR emiilsiyonu



uygulanan gruptaki farelerin serbest ADR uygulanan gruptaki farelerden daha uzun
siire yasadiklar: bildirilmektedir (44).

Bulgularimiza gore s.c. yol ile ADR uygulamasi EAT ne kars: etkili degildir.
Lp. yol ve i.v. yol ile uygulamalarda mitotik indeks, hiicre sayisi1 ve hiicre ¢ogalma
hiz1 azalmistir. Mitotik indeks bakimindan i.p. grubu ile kontrol grubu arasinda tiim
giinler i¢in 6nemli fark bulunurken, iv. grubu ile kontrol grubu arasinda 4., 6. ve 8.
giinler i¢in 6nemli fark gdzlenmistir. Buna gére ADR’in i.p. yol ile verildigi zaman
i.v. yol ile uygulanmasindan daha ¢ok ve daha hizh etki gosterdigini soyleyebiliriz.
EAT periton iginde gelisen bir tiimordiir. I.p. yol ile ADR uygulandigi zaman ilag
direkt olarak tiimér hiicreleri ile karsilastigindan, i.v. yol ile ADR uygulamasina gére
daha etkili olmus olabilir.

Yine galismamizin sonuglarma gére, i.p. ve i.v. gruplarinda hiicre sayisi ve
hiicre ¢ogalma hiz1 kontrol gruplarma gére azalma gostermistir. S.c. grubunda,
kontrol grubuna gore istatistiki bakimdan 6nemli bir fark bulunamamustir. I.p. yol ile
ADR uygulamasmin iv. yol ile ADR uygulamasindan daha etkili oldugu
gorilmiistiir.

Sonu¢ olarak ADR’in i.p. yol ile uygulanmasinin EAT’ne karsi en etkili
uygulama bi¢imi oldugunu séyleyebiliriz.

Antineoplastik kemoterapide tiimoriin 6zelligine ve gelistigi yere gore bir ilag
ve dzellikle de uygulama yolu se¢mek esas olmalidir. Bu arada ilacin toksik etkilerini
en aza indirecek sekilde uygulanmasi da 6nemlidir. ADR igin gesitli literatiirlerde
lipozomal ADR’in serbest ADR’den daha az toksik oldugu bildirilmektedir (3, 44).
Yine bagka bazi literatiirlerde ADR’in en biiyiik yan etkisi olan kardiyotoksisitenin,
ilag ¢esitli antioksidantlarla (Vit A, Vit C, Vit E) birlikte uygulandigi zaman
azaldigmin tespit edildigi bildirilmektedir (2, 23).

Calismamizin sonuglarina gore ADR’in EAT’ne karsi en etkili uygulama
bi¢imi i.p. yoldur. Ancak serbest ADR’in dogrudan periton i¢ine uygulanmas: ilacin
tahris edici 6zelligi ve toksisitesi nedeniyle riskli olabilir. Dolayisiyla bundan sonraki
calismalarda EAT ne kars: lipozomal ADR veya ¢esitli antioksidantlarla (Vit A, Vit
C, Vit E) birlikte ADR uygulanmasinin denenmesi konusunda yogunlasilmasi uygun
olacaktir.



6 KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

KAYAALP O., Tibbi Farmakoloji (Gézden gegirme kitabi), Hacettepe
Tas Kitapeilik, ISBN: 975-7731-23-4, 79-322, Ankara, 1996.

CERCI B., ULAKOGLU G., The Effects of Adriamycin on L-strain
Cells. Chimica Acta Turcica, 28(1), 25-27, 2001.

BOOSER D.J., HORTOBAGYI G.N., Anthracycline Antibiotics in
Cancer Therapy. Drugs, 47(2), 223-258, 1994.

LEE T.XK.-W., LAU T.C.-M., NG 1.0.-L., Doxorubicin-Induced
Apoptosis and Chemosensitivity in Hepatoma Cell Lines. Cancer
Chemother Pharmacol, 49, 78-86, 2002.

OKAY H.G., Deneysel EAT Olu;‘tﬁ.rulzm Fare Karaciger Plazmasinda
Nitrik Oksit Metabolizmasinin Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, 1.U.
Sag. Bil. Enst. Biyokimya ABD., Istanbul, 1998.

KALEOGLU O., ISLI N., Ehrlich-Lettré Asit Tiimérii. 1.U. Tip Fak.
Mecmuast, 401, 978-984, 1977.

ZEYBEK $.U., En Uygun EAT Modellerinin Farkli Soy ve Cinsiyetteki
Farelerde Gosterilmesi. Yiiksek Lisans Tezi, I.U. Sag. Bil.Enst., Deney
Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri ABD.,
Istanbul, 1996.

ERER H., KIRAN M.M.,Veteriner Onkoloji. S.U. Veteriner Fakiiltesi
Yayn Unitesi, 9-61, Konya, 1998.

KUMAR V., COTRAN R.S., ROBBINS S.L., Temel Patoloji, Nobel Tip
Kitabevi, 6. Bask1, 47-174, Istanbul, 2000.

ALICAN F., Kanser, Afa Matbaacilik, 1-58, Istanbul, 1993.

KEETON W.T., GOULD J.L., Genel Biyoloji, Cilt I, Palme Yaymcilk,
5. Bask1, 299-317, Ankara, 2000.

BAHCECI Z., Molekiiler Biyoloji, Ogrenci Kitabevi Yaymlari, ISBN:
975-94084-0-6, 1. Baski, 139-208, Kirsehir, 1999.

39



8 OzET
Bir ~antineoplastik antibiyotik olan Adriamycin (ADR), ¢esitli kanser

ﬁplérinin tedavisi i¢in yaygm biqimde kullanilmaktadir. Bu ¢calismada, ADR, Ehrlich
Asit Tiimérii (EAT) tagiyan Balb/C urka farelere intraperitonal (i.p.), intravenéz (i.v.)
ve subkutan6z (s.c.) yollar ile, hangi yolun tedavide daha etkili oldugunu aragtirmak
i¢in uygulanmugtir.

Calismada kullamlan 72 adet fare; 3 deney, 3 kontrol grubu olacak sekilde 6
gruba boliinmiistiir. Deney gruplan grup I, grup II ve grup III, kontrol gruplar grup
IV, grup V ve grup VI’dir. Her grup 12 fare icermektedir. Her bir fareye 300 000
EAT hiicresi inokiile edilmistir. 0.01 mg/g (viicut agirlif1) ADR tek doz olarak i.p.,
i.v. ye s.c. yollarla sirasiyla grup I, grup II ve gup [I’e enjekte edilmistir. 0.25 ml
serum fizyolojik i.p., i.v. ve s.c. yollarla kontrol gruplan grup IV, grup V ve grup
VI'ya swrasiyla uygulanmustir. Uygulamadan sonraki 2., 4., 6. ve 8. giinlerde her
gruptan rastgele segilen ii¢ fare dislokasyonla Oldiiriilmiistiir. Periton boslugundan

_asit s1vis1 toplanmig ve asit stvisi icindeki EAT hiicreleri Tripan mavisi kullanilarak

Neubauer laminda sayilmustir. Her hayvandan 3 preparat olacak sekilde mitotik
indeks i¢in yayma p;eparatlar hazirlanmistir. Tiim preparatlar fikse edilmis, ardindan
Feulgen ve Giemsa metotlan kullanilarak boyanmustir. Mitoz sayisimi belirlemek i¢in
her preparattan ortalama 1000 EAT hiicresi sayilmustir. Y

Istatistiki sonuglar mitotik indeks, hiicre sayis1 ve hiicre gogalma hizinm i.p.

uygulama yapilmig grup I ve i.v. uygulama yapilmis grup II’de kontrol gruplan IV
(i.p.) ve V (i.v.)’e gore dikkat ¢ekici bigimde azaldifim géstermistir (p<0.01). Grup
III (s.c.) ile kontrol grubu VI (s.c.) arasmnda 6nemli fark bulunamamstir (p>0.01).
Mitotik indeks, hiicre sayis1 ve l'n'icre cogalma iz, grup I (i.p.)’de grup II (i.v.)’ye
gore daha fazla azalma gOstermistir (p<0.01). Sonug¢ olarak en fazla etki grup I

(i.p.)’de goriilmiigtiir.



9 SUMMARY
The -antineoplastic antibiotic Adriamycin (ADR) is used widely for treatment

of various cancer types. In this study, ADR was administered by intraperitoneal
(i.p.), intravenous (i.v.) and subcutaneous (s.c.) ways to Balb/C mice bearing Ehrlich

ascites tumor (EAT) to investigate which way was more effective in treatment .

72 mice used in this study were divided into 6 groups as 3 experimental and 3
control groups. Experimental groups were group I, group II and group III, and
control groups were group IV, group V and group VI. Each group contained 12 mice.
300 000 EAT cells were inoculated each mouse. 0.01 mg/g (body weight) ADR was
injected as a single dose via i.p., i.v. and s.c. respectively to experimental group I,
group II and group III. 0.25 ml normal salin waﬁ' administered by means of i;p., iv.
and s.c. to group IV, group V and group VI (control groups) respectively. On the 2,
4" 6™ and 8™ days after adxﬁinistration, 3 mice randomly choosen from each
experimental and control groups were killed by dislocation. Ascites fluid was
collected from peritoneal éavity and EAT cells in ascites fluid were counted using
Trypan blue in Neubauer chamber. Three slides from each mouse were prepared for
mitotic index. All the slides were fixed and then stained using Feulgen and Giemsa
methods. About 1000 EAT cells were counted from each slide to determine the
mitosis number. '

rd

Statistical results showed that mitotic index, total cell number and cell
proliferation were significantly decreased (p<0.01) in group I (i.p.) and group II (i.v:)
regarding to control groups IV (i.p.) and V (i.v.). There was no significant difference
(p>0.01) between experimental group III (s.c.) and control group VI (s.c.). In group I
(i.p.) more decrease in mitotic index, total cell number and cell proliferation were
seen when compared to group II (i.v.) (p<0.01). Consequently the most efficient was

shown in group I in respect of curing properties.
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