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1. GIRIS

Kanser, igerisinde  bulundugumuz. modern ¢agm en ciddi hastalign olup  insan
dliimlerine yol agan nedenler arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Geligmis  toplumlarda
kanserden kaynaklanan olimler ilk sirada yer alirken geligmekte olan dlkelerde ise giderek
artmaktadir. Giintimizde kanser ile miicadele igin ¢ok ciddi ¢abalar ve inanilmaz miktarlarda
biitgeler harcanmaktadir. Buna ragmen kanser, insan saghgini tehdit eden ilk faktor olma

ozelligini muhataza ctimektedir.

Bugiin kanscri nlemede ¢n umut verici strateji - kemoterapidir. Kemoterapi, insanda
kanscr gelisimini Gnleyici sentetik veya dogal maddelerin (yalniz bagina veya kombinasyonu)
kullaninu olarak tarif edilir. Halk tarafindan kullamlan bitkiler. sebzcler ve sifali otlar, kanser
kemoterapisinin - kesfedilmesinin - ve  geligiminin - ana  kaynagt  olmustur.  Giiniimiizde
kemoterapide kullamilan pek ¢ok antitiimor ilag bulunmaktadir. Bunlar kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini durdurmaya ¢alisirken aynmi zamanda normal ve saghkli olan hiicreleri de
etkilemek surctiyle pek ¢ok yan etkiye sebep olmaktadir. Bu ilaglardan biri ve en sik

kullanilani da Bleomisin'dir.

Bleomisin, (BLM) ilk kez 1966 UMEZAWA ve arkadaslari tarafindan topraktan elde
edilen Streptomyces verticulus’den izole edilmis glikopeptit yapisinda (Umezawa 1978) bir

antineoplastik antibiyotiktir (Sekil 1).

Sekil. 1. BLM in kimyasal yapist ( Takita ve ark. 1978). Bleomisin A ve Bleomisin B

olmak tizere iki gruba ayrtlir ( Umezawa ve ark. 1966).



Bleomisin'in, bakteriler. doku kiiltiiriinde  vetigtirilen hiicreter ve deneysel hayvan
tamirlerini inhibe etkisi ile ilgili bir¢ok ¢alismalar vardir. Bleomisin bir¢ok bakteri ve mantar

tiirlerinde ¢ogalmayr durduran ve inhibe cdici ctkiye sahiptir (Umezawa ve ark.
1967). Doku Kkiltiiriinde yapilan ¢ahgmalarda  Bleomisinin sitostatik bir  ctkiye sahip
oldugunu gosterilmiglerdir. Yine deneysel olarak elde edilen hayvan tiimiirleri ile yapilan
¢aliymalarda, BLLM bu tip tiimdérlerde bir antincoplastik etkiye sahiptir. Farclerde dencysel
olarak clde edilen  losemi, melanoma.  akeiger karsinomu, osteogenik  sarkom, ve
ependimoblastomaya  karst Bleomisinin ¢esitli derecelerde antitiiméral ctkilere sahip oldugu
saptanmistir. Bunun diginda farclerde deneysel olarak clde edilen Ehrlich Ascites timor

hiicrelerinde (EAT) de inhibe edici etkisi vardir ( Goldiner ve ark1978).

Streptomyces verticillus  isimli bakteri tarafindan dretilen sitotoksik bir antibiyotik
olan blecomisinin, pulmoner toksik ctkileri yiiziinden kullantmi kisithdir ¢iinkd, kanser
tedavisin de kullamilan BLM, pulmoner toksisite etkileri sebebiyle dikkatli bir sckilde
kullanilmalidir.  Iliicre zincirlerinde serbest radikaller olusturarak DNA kirilmalarina neden
olur. Bleomisin, tedavi amagh kullanildiginda en ¢ok deri ve akcigerde konsantre oldugu
gozlenmis dolayisiyla ilacin yan etkisi de en ¢ok bu organlarda gozlenmektedir ( Sogiit ve ark.
2004).  Kemoterapide kullanilan bu ilaglarin meydana getirdigi serbest radikallerin yan
etkileri ve tedavinin uzun siireli olusu nedeniyle hastalar bagka arayislar igine girebilmektedir.
Guiniimiizde kanser tedavisinde kullandigimiz bir¢ok ila¢ oldukg¢a pahali, toksik ve etkinlikleri
de sinirhdir. Bu nedenle serbest radikallerin olusumunun antioksidan ajanlarla tedavi edilmesi
gerekmektedir. Son zamanlarda iziim ¢ekirdeginden elde edilen ekstre veya diger dogal
trtinlerden kaynaklanan ajanlarin kanser ve diger hastaliklardan korunma’ ve tedavisine
yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Son yillarda tizim g¢ekirdegi iizerine odaklanilmis ve

Oziitl (resveratrol) kanser de dahil birgok hastalikta kullaniimaya baglanmistir.

Resveratrol, trans-resveratrol basta liziim olmak lizere pek¢ok farkli bitkide varolan
dogal bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler, bitkilerde UV 1sin1, hasar ve infeksiyonlara karsi
gelisen ikincil yapilardir. Resveratrol, bitkilerde ozellikle kirmizi tiziimde, yer fistiginda ve
ananasta yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Resveratrol, siyah {iziimiin soguk hava
kosullar1, mantar enfeksiyonlar1 gibi etkenlere bagli olarak kendini korumak i¢in iirettigi bir

maddedir,



Yukarida verilen tim bu bilgiler igigmda meveut ¢alisma ile resveratrol iin kanserli

hiicreler Gizerindeki koruyucu ctkisini degerlendirmek amaglannustar.

Calismamizda kullantlan 60 adet Balb/C ks farenin tamanu Ehrlich asit timor modeli
tle kanserlestirilmigtir. 12 tanesine kanser hiicresi inokiilasyonu haricinde bagka bir islem
uygulanmamigtir, 12 hayvana sadece Bleomisin, diger 12 tanesine de sadece Resveratrol ve
geriye kalan 24 tanesine de aym dozda Bleomisin ve degisen dozlarda ( 25 mg ve 50 mg)
Resveratrol i.p. (intraperitonal) yolla uygulanmugtir. Mitotik indeks, hiicre ¢ogalma indeksi ile
bibrek, karaciger ve akceiger dokularindaki patolojik degisimlere bakilarak iiziim ¢ekirdegi
oziitantn kanser hiicreleri Gizerine antitimoral etkinligi ve Bleomisinin neden oldugu dokular

uzerindeki inflamasyon etkinligi aragtinilmistur.

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Kanser Biyolojisi

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde tireyerck komsu dokulari isgal etmesi
(invazyon) veya kaynagim aldigi organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla
yayllmasi (metastaz) ile olusan bir hastaliktir. Hiicreler DNA replikasyonlar1 esnasinda
meydana gelen bozulmalar nedeniyle yapi degistirirler. Normal viicut hiicre ve dokular,

orijinal bilyiiklik ve yapilarini korurken kanser hiicreleri saldirgan bir tablo ¢izerler.

Kanser potansiyeli olan hiicréierin en Onemli ozelligi "onkogen" i¢ermesi yani
bulundugu dokudan tamamen farkli yeni bir hiicre grubu olacak sekilde bozulma potansiyeli
olmasidir. Bu hiicreler kanser déniisiimiinii tamamladiinda, alinan patoloji 6rneklerinde bu
hiicrelerin kokenini tanimlamak neredeyse imkénsizdir. Bir kanser hiicresi olustugunda,
viicudun bagisiklik sistemi bu yabanci hiicreyi tanir ve pargalar. Bu sayede viicutta olugan
binlerce kanser hiicresi, bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin
aktivasyonunu baskilayan anti onkogenler (Tiimér Baskilayici Gen) bulunmaktadir. Anti
onkogenlerin kaybolmasi veya inaktive olmasi durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis

olur. Bunu da kanserin olusumu izler.



2.2. Asirt Kanser Hiicresi Urctiminin Nedeni

A. Anormal hiicrelerin apoptozise gidememesi: Apoptozis, programhi hiicre 6limi
demektir. Apoptozis anormal DNA’I1 hiiereleri yok eder. Anormal DNA™I hiicreler ya tamiri
olanaksiz. DNA hasart olugmug ya da yanhs., cksik veya gereksiz olarak fazla transkrip olmus
DNA"dan dolayr olugur. Buradaki apoptozis, belli bir tiir i¢in gerekli kromozom sayisimin
uygun miktarda devam cttirilmesinde ve ancuploidy nin énlenmesinde ana mekanizmadir.
Boylece. DNA'smt sadece dogru bir gekilde ve tam olarak replike etmis hiicrelerin mitoza

girmesi saglanir,

B.Genetik  bozukluklar: Bu bozukluklar normal proliferasyon mekanizmasindan
bagimsiz olarak meydana gelir. Reseptorlerin veya sinyal aktarict proteinlerin mutasyonlar
veya asirt dirctimleri hiicrelerin biiytime  faktorlerinden veya diger mitotik  faktérlerden
bagimsiz hale gelmesine ve bdylece kendi basina giden hiicre béliinmesine yol agarlar. Bu

gen anormallikleri genellikle dominanttir.

C.Tiimor supressor genlerdeki anormallikler. Bu genler hiicre béliinmesinin
(siklusunun) baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Bozukluklari halinde organizma genetik
olarak anormal hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir. Bu genler gekingen (resesifdir);

yani malign hiicre normal hiicre ile hibridlestirildiginde normallesir.

2.3. Kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri:

1. Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden gelisir. Bazi kanser
tipleri birden fazla sayida malign klonlardan gelisir. Bu klonlar ya bir saha hasar1 “field
defect” sonucu (dokunun birden fazla sayida hiicresi karsinojene maruz kalmasiyla) ya da

baz1 genlerdeki kalitimsal defektler sonucu olusurlar

2. Immortalite (Oliimsiizliik): Cogu normal hiicrenin bolinme sayist sinirlidir. Kanser
hiicreleri ise siirsiz sayida béliiniirler (¢ogalirlar) ve bitmez tiikenmez miktarda hiicre
olustururlar. Immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom uglar1 olan telomerlerdir.
Hiicre diferansiye olurken, ¢ogu normal hiicre tipinde telomerler gittikge kisalir. Fakat kanser
hiicrelerinde ve stem hiicrelerinde telomerler, telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu

enzim normal olarak hiicreler diferansiye olurken bir taraftan programl bir sekilde gittikce



azalr, Tamamyla diferansiye olmus bir hiicre istirahat “senescent”™ durumuna girer ve
sonunda ¢ogalma kapasitesini - yitirdiginden 6lir. Oysa bircok  kanser tipinde telomeraz
ctkinligini siirdiirtir veya aktive cdilir. Sonunda, telomerlerin uzunlugu sabit kahr ve hiicre

smursiz sayida cogalir (Barry ve ark. 2000).

3. Genetik instabilite: Kanser hastahfiinda molekiiler kontrol mekanizmast genetik
mutasyonlar veya gevresel kogullar nedeniyle (6rnegin 1PV benzeri bazi viral enfeksiyonlar
veya sigara dumaninda meveut hidrokarbonlar gibi kanserojen kimyasal maddcler sebebiyle)
fonksiyonunu kaybeder. Kontrol mekanizmalarindaki bu fonksiyon kaybina genellikle hiicre
cogalmasim destekleyen (proliferasyon) sinyallerinde patolojik bir artis ve hasarli DNA
pargalarimin onariminda rol alan (tiimér baskilayicr) molekiiler mekanizmalarda ek patolojiler
eslik eder. Boylece kanserli dokuda kontrolsiiz ¢ogalmanin yanisira “genctik kararsizhik™

olarak tarif cdilen mutasyonlara son derece agik ve genetik olarak dengesiz bir hal olusur.

4. Kontakt inhibisyon: Kiiltirde, normal hiicreler komsu hiicrelere yapisarak
iligkilerini devam ettirirler. Bu yapigma (adezyon) noktalarinda hiicrelerde elektronca yogun
bir plak olusur.Bununla birlikte, hiicrelerin ameboid uzantilarinda yavaslama ve durma
gorilir.Bu olaya kontak inhibisyon denir. Bu sekilde, hiicre biiytimesi kontrol edilir.
Deneysel olarak, normal hiicreler bir kiiltiir ortaminda kendilerine saglanan ortam sartlar1 ne
kadar iyi olursa olsun kontak inhibisyon nedeniyle tek tabaka olusturduktan sonra daha fazla
¢ogalamazlar. Ciinkii boliinme sinirh sayida olur. Fakat, kanser hiicreleri siirekli cogalarak
birka¢ tabakal diizensiz Kitleler olustururlar. Bu da kanserli hiicrelerde kontak inhibisyon

kayb1 oldugunu gostermektedir.

5. Metastaz: Benign ( iyi huylu) tiimérlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan bir
ozelliktir. Metastaz, ekstraselliiler matrikse yapismadan sorumlu hiicresel proteinlerin kaybi
ya da anormalliklerinden, hiicreler arasi interaksiyonun bozuklugundan, hiicrelerin bazal
membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, metaloproteaz gibi bazi  enzimlerle

(kolejenazlar) bazal membranin yikilmasindan dolay: gergeklesir (Barry ve ark. 2000).

2. 3.1 Onkogenler
1969°da Huebner ve Tadora ilk olarak kanser gelisiminde onkogenlerin rol

alabileceklerini ileri siirmiislerdir (Tchia. ve ark.1991). Onkogenler, protoonkogen denen



normal hiicresel genlerden geligir. Protoonkogenlerin kodlanmig  protein  driinleri gencel
olarak  hiicre  sinyalizasyonu ve hiicre biiylimesinin regiilasyonunda onemli rol oynar. Bu
genler mutasyon, kromozomal translokasyon, DNA amplifikasyon veya transkripsiyonel
disregulasyon ile aktive olarak anormal protein sentezine veya asgirt protein yapimma neden
olur. Aktive olan protoonkogenlere onkogen, protein driinlerine ise onkoprotein  denir.
Protoonkogenler, hiicre i¢i sinyal ileticileri, niikleer transkripsiyon faktorleri, hiiere siklusunu
kontrol ceden proteinler, biiyiime faktorleri, hormonlar ve reseptorleri olmak  iizere bes
kategoriye ayrilir. Protoonkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler.
Genin yapisal bir bolgesinde degisiklik sonucu farkl fonksiyon géren bir protein sentezlenir.
Bu tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlart sonucunda olugur. Genin ckspresyonunu
regiile eden bolgede olusan bir degiyiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin
stirckli olarak  uyarilma  sonucu gen driiniiniin+ asirt - miktarda dretilir. Kromozom
translokasyonlarinda isc¢ kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi
bolge, devamli uyart alan bir genin regiilatér boélgesinin kontrolii altinda ise siirekli

uyartlacaktir ( Koktiirk. ve ark. 2003).

2.3.2. Tiimor-Siipressor (Baskilayici) Genler

Bir kanser hiicresi olustugunda viicudun bagisiklik sistemi bu yabanci hiicreyi tanir ve
pargalar. Bu sayede viicutta olusan binlerce kanser hiicresi bagisiklik sistemi tarafindan yok
edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskilayan antionkogenler (Tiimor
Baskilayict  Gen) bulunmaktadir. Antionkogenlerin kaybolmasi veya inaktive olmasi
durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis olur. Bunu da kanserin olusumu izler.
Normalde hiicre boéliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan ve tiimor baskilayici genler
olarak tanimlanan genlerin (antionkojenler) birinde veya birkagindaki mutasyon da tiimér

olusumuna neden olmaktadir (Giindiiz. ve ark. 2009).

Onkogenlerin aktive edici mutasyon sonucu asir1 aktivasyonu ya da bunlan
dengeleyen tiimor baskilayici genlerin kromozomal lokalizasyonlarindaki delesyonu ya da
inaktive edici mutasyon sonucu fonksiyonlarini yitirmesi ile hiicre ¢ogalmasinin asiri olmasi

ve durdurulamamasi ile kanserlesme meydana gelir.

2.3.3.Kanser ve Sebepleri



Kanser. toplumda en fazla éliim nedenleri iginde ver alan bir hastalik grubudur.
Kanserden korunma. ancak ona neden olan faktérlerin ortaya konmast ve bunlardan uzak bir
yagam ile miimkandiir ( Giiran. 2005). Farkh toplumlarda goriilen farkli kanser dagithmlar,
¢evre faktdrleri ve bu toplumlardaki insanlarm sosyal ahiskanliklari, yasam bigimleri gibi

iligkilerle orantihidir, (Sengelen. 2002).

Kanser insidanst ( olug sikhg) gelismekte olan dlkelerde daha belirgin olmak iizere,
tim diinyada artmaktadir. Ulkemizde de benzer bigimde kanser insidansinda bir artig
beklenmektedir. Bu kapsamda kanserle savas faaliyetlerinin bilingli bir yckilde planlanmasi ve
akiler politikalar diretilmesi gerckmektedir. (Giiltekin ve ark.2011). Kansere karst kontrol
stratejilerinin gelistirilmesi ve kanser kontrol programinin uygulamaya gegirilmesi igin kanser
vakalarinin cografi alanlarda zamana ve mckana bagh degisimleri dnemlidir (Sengelen.

2002).

Kanscrin sebebi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Kansere sebep olan etkenlere
karsinojen denir. Tiimérlerin geligsimi ¢ok asamali bir islem oldugundan birgok degisik faktor
kanserin ortaya ¢ikma olasiligini etkileyebilir.  Kanser hastalig1 igin iki grup risk faktorii
vardir. Kanser igin risk faktorleri yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile dykiilerine bagh
olarak degisir. Bir baska risk grubu ise ¢evresel faktdrlerdir. Kansere neden olan ¢evresel

etkenleri birgok baslik altinda toplayabiliriz. Bunlar;

1.Kimyasal mutajenler

2.Fiziksel etkenler (radyasyon ve ultraviyole 1sinlar)

3.Virlsler (kanserin %10’nuna neden olmakta)

4. Alinan gidalardaki transgenik, mutajenik veya ilave edilen katki maddeler
5. Sigara (kanserlerin % 50-60"1na neden olmakta)

6.Yaslanmus hiicrelerde biriken toksik maddeler ve ¢evre kirliligi

Kalitim molekiilii olan DNA'da olusan ve kusaktan kusaga veya hiicreden hiicreye
aktarilabilen kalict degisikliklere “mutasyon” denilmektedir. Mutasyona neden olan
maddelere ise “mutajen” adi verilmektedir. Cevreden kaynaklanan mutajenlere ise “cevresel
mutajen”adi verilir. Cevresel mutajenler fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki grupta
toplanabilir. Fiziksel mutajen olarak radyasyon, kimyasal mutajen olarakta her giin bizi

etkileyen pek ¢ok kimyasal maddeler arasinda, benzen, naftilamin , is, katran, arsenik,



kadmiyvum . pestisidler, endiistriyel irtinler ve atiklar gibi ¢evre Kirleticileri. besinlerimizdeki
dogal ve yvapay kimyasal maddeler  saytlabilir (Bagoglu ve ark..2009).  Mutajenlerin DNA
iizerindeki ctki mekanizmalar farkli oldugu igin herbirinin fenotipik ctkisi farklh gekilde
goriilmektedir. Bunun  bagka bir scbebi de DNA'daki  farkh  bolgelerin mutasyona

duyarliligmm degiskenlik gostermesidir ( Lewis. 2007).

(evresel mutajenler genellikle onkogenleri inaktive cttikleri zaman kanser olugumuna
neden olan onkogen veya tiimér baskilayier gen bélgelerinde degisiklige sebep olarak hiicre
boliinmesinin kontrolden ¢ikip kanserlesmeye dogru ilerlemesine neden olurlar. Bu gen
bolgelerinin yant sira apoptozu diizenleyen ve DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan

tirinlerin sentezlendigi gen bolgelerinde de mutasyona neden olabilirler.

Giinlimiiz diinyasinda radyasyondan izole yagamak miimkiin degildir. Ozelliklede 19.
yilizyilin sonlarina dogru x-iginlart ve radyoaktivitenin kesfedilmesiyle tip ve endiistri
alanlarinda kullanilmasi ve giintimiize kadar artan bir hizla yayilmasi radyasyonu hayatimizin
ayrilmaz bir pargast haline getirmistir. Bu teknoloji insan yasamim kolaylastirmasimin yani
sira maruziyete bagli saglik sorunlarina da neden olmaktadir. Ultraviyole ve radyasyon
isinlart kanserojen maddeler olarak nem arz etmektedir. Ornegin ultraviyole 1ginlarina maruz
kalan deride deri kanseri meydana gelmekte, x-1sinlan ise troide etki yaparak troit kanserine
sebep olmaktadir. Bu tiir maddeler temas ettikleri hiicrelerin kromozomlarinda mutasyonlara

veya kirilmalara neden olmaktadir (Basoglu ve ark.2009; Dilsiz. 2004).

Sigarada ozellikle benzopiren maddesi akciger, tst solunum yollar, 6zofagus,
pankreas, mide ve karacigerde kansere yol agmaktadir. Benzopiren maddesi DNA yapisindaki

guaninlerin timin bazlarina déniismesine sebep olmaktadir (Dilsiz. 2004).



M ETAL VE KAYNAKLARI KARSINOJENIK ETKI

ARSENIK
Igme sulan Akciger kanseri
Endustriyel atiklar Lenfoma, Lésemi
Arsenikli pestisitler Dermal karsinoma
Sigara Mesane kanseri,Bébrek ve Kolon
Kanseri
KADMIYUM
Boya ,pil,seramik,plastik Akciger kanseri
Cam endiistrisi Prostat kanseri
Madencilik
Sigara
KROM

Demir —gelik sanayi
Termik santraller
Boya ,deri,tekstil, cam Akciger Kanseri
Lastik endiistrisi
Fotograf¢ilik, Kuyumculuk

Tablo. 2.1. Istanbul Tip Fakultesi Dergisi (BASOGLU. F., 2009).

2.3.4.Kanser Tedavi Cesitleri

Her seyden &nce, tiim hastaliklarin tedavilerinde esas rolii viicudun bagisiklik sistemi
tistlenmektedir. Bagisiklik sistemini zayiflatan etmenlerin ortadan kaldirilmas: tedavinin ilk
basamagidir. Kanserli hiicrelerin ne kadar ve nerelere metastaz yaptiZim1 tespit etmek
olanaksiz oldugundan kanser tedavisi géren hastalarin bafisiklik sistemlerinin giiclendirilerek
bu yayilmus hiicreleri yok etmesi arzu edilen bir durumdur. Kanser tedavisi kanserin tipine,
yerlesimine, evresine, kisinin genel saglik durumuna ve diger faktérlere bagli olarak
degisiklikler gosterir. Doktorlar her hastasi i¢in, o hastann kisisel durumuna ve ihtiyaglarina

gore bi¢imlendirilmis farkli tedavi planlar1 hazirlamaktadir.

2.3.4.1. Cerrahi Onkoloji: Kanserin bugiin en emin ve en 1yl sonug¢ veren tedavi
seklinin uygulandig1 uzmanlik dalidir. Genellikle organ kanserlerinde ilk tedavi secenegidir.

Bu tedavide kanserli doku ve yoresel lenf bezleri ameliyat ile ¢ikarilir (Dilsiz.2004).



2.3.4.2. Radyasyon Onkolojisi: Kanserli doku ve yoresel lent” bezlerindeki kanser
hitcrelerinin gogalmasint énleme ve Sldirilmesine yonelik radyoaktif igmlama tedavisini
uygulayan uzmanhk dalidir. Radyoterapi kanserin tedavisinde kullamilan en énemli tedavi
yaklagmmlarmdan birisi olmakla  birlikte, tiim kanser vakalarmm  yansindan fazlasinda
kullamlmaktadir. Ozellikle cilt kanseri, bag-boyun kanseri, erken evre Hodgkin hastahigr veya
non llodgkin lenfoma (Lenf bezlerinin kot huylu kanserleri) gibi bazi tip tiimdrlerin
tedavisinde ilk tedavi yaklagimi olabilir. Akciger, meme, rahim, prostat, testis, mesane, tiroid
ve beyin kanserlerinin tedavisinde de kullanilabilir. Radyasyon, genelde cerrahi miidahaleden
Once kanserli bir timoriin kigiltiilmesi i¢in, cerrahi mildahaleden sonra geriye kalan kanser
hiicrelerinin biiyimesinin durdurulmasi veya anti-kanser ilaglar ile 6liimceil bir durumda olan

bir tiimoriin ortadan kaldirilmast i¢in kullanilabilir (Dilsiz.2004).

2.3.4.3. Tibbi Onkoleji: Kanser ilaglarini uygulayan uzmanlik dalidir. ilaglar kan yolu
ile biitiin viicuda yayildiklari i¢in bu tedavi, yoresel tedavi olan radyoterapiden farkli olarak
sistemik etkilidir. Ameliyat ya da radyoterapiden 6nce veya sonra uygulandigi gibi, bu
tedavilerle es zamanlt da uygulanmaktadir. Ayrica kanserlerin bir grubu yalniz ilaglarla tedavi
edilebilmektedir. Tibbi onkoloji uzmanhiinin tedavide kullandig: ilaglarin sayisi, alam ve

uygulama yontemleri giin gectikge artmaktadir.

2.3.44. Hormonlarla Tedavi: Bir grup kanserin hormon bagimli olduklarin
bilinmektedir. Bu grup kanserlerin tedavisinde hormonlarin sentezini veya etkisini 6nlemeye

y6nelik ilaglar kullanilmaktadir.

2.3.4.5. Kemoterapi: Tibbi onkolojinin uyguladigi ilk tedavi yontemidir. Kanser
hiicresinin 6ldiiriilmesine yonelik (sitotoksik) ilaglarla yapilan bu tedavi son yillarda biiyiik
asama gostermistir. Onceleri yaygin ve artik tedavisi miimkiin olmayan hastalarda konforlu ve
biraz daha uzun yasam i¢in uygulanan bu tedavi her giin yeni ¢ikan ilaglar ve yontemlerle bu
grup hastalarda ¢ok daha ileri ve 1yi basarilar sagladigi gibi, artik hastaligin her déneminde
degisik amagclarla uygulanmaktadir. Kemoterapi ameliyatlar ile birlikte de kullamilmaktadir.
Erken donemde teshis edilen hastalarda, saptanmasi miimkiin olamayan mikroskobik
yayilmalar olabilir goriisii igerisinde, birgok kanserde ameliyat sonrasi (adjuvan) kemoterapi
uygulanmaktadir. Ayn1 goriis icerisinde ya da ameliyat edilemez durumda olan hastalarda

ameliyat oOncesi (neo-adjuvan) kemoterapi yapilmaktadir. Kemoterapi bazi kanserlerde



radyoterapt beraberliginde uygulanmaktadir. Ayrica kemoterapinin tek bagina sonug aldig

baz1 kanserler de vardar.,

Kemoterapi prensiplerini ve nasil etki cttiklerini anlamak igin éneelikle normal yasam
dongiisiiniin (hiicre siklusu) bilinmesi ¢ok Gnemlidir. Yagam dongiisiinin baslica 5 onemli

fazt vardir;

GO_fazi: Mitoz sonrasi hiicrelerin - dinlendikleri ve  hiiere  bolinmesine  aktif  olarak
katllmadiklart devredir.Bu fazda kemoterapotik ajanlanin ctkisi yok denecek kadar azdir.
Normal hiicreler zamanlarinin ¢ogunu GO fazinda gegirirler, bir uyaricinin etkisiyle ¢ogalan
hiicre haline gegebilirler.

G1 fazi: Uyarilma sonucunda baglar. iicre Gireme igin gerekli olan RNA, enzimler ve diger
proteinler sentez edilir. Hiicre bu dénemde kemoterapiye hassastir.

S fazi: Yeni DNA sentez edilirhiicre bolinmeye hazirlanir. Hiicre bu fazi etkileyen ilaglara
hassastir.

G2 fazi: Mitoz igin gerekli protein ve RNA sentezi hizlanir.

M fazi: Mitoz fazidir. Dért sathada iki yeni hiicre olusur. Bu iki yeni hiicre ya yasam
dongiisiine girer(Gl) ya da kemoterapiye direngli olarak GO fazinda istirahate cekilirler.
Aslinda kanser hiicreleri ve normal hiicreler benzer hiicre sikluslarina sahiptirler. Kanser
hiicresiyle normal hiicre arasindaki en 6nemli fark, kanser hiicrelerinde proliferasyonu
frenleyen mekanizmanin  bulunmamasi ve organizmay1 &liime gotiiren duraksiz  bir

proliferasyon i¢inde olmasidir.

Kemoterapétik ajanlar en fazla hiicreler proliferatif dSnemde iken etkilidirler. Bu bilgi
ilaglarin gelistilmesi sirasinda 6nem tagimaktadir. Ciinkii yagam dongiisiiniin bir fazina
spesifik etki eden ilaglar (faz spesifik ilaglar) yada biitiin fazlara etkili (faz spesifik olmayan

ilaglar) gelistirilebilir( Gibson ve ark.,1999).

2.3.5 Kemoterapétik ilaclar ve Ozellikleri

Kemoterapdtik ilaglar etkilerine gore iki grupta inceleyebiliriz.

A- Hiicre siklusuna bagimh ilaglar



S fazma dondk ilaglar (Antimetabolitler): Hiicre metabolizmasim ve DNA sentezini bozarak

ctki ederler. Mcthotrexate, Cytarabine, Procarbazine, 6 Tyoguanin,6 Mcercaptopurine gibi.

M_fazina doniik ilaglar (Bitki alkoloidleri ): Ana hiicreden iki yavru hiicre oluymasimi

cngellerler. Vineristine. Vinblastine bu gruptandir.

G2 fazina doniik ilaglar( Antitiimér antibiyotikler): RNA, DNA ve protein sentezini ctkilerler.

Blcomisin, Acytinomycin-D, Daunorubisin gibi (Akyol,2004).

Hleomisin
Ftoposvy

TOmor suprosor
genier (Orn P53)

S tax
(DNA sentmzi)

P
—

G, faz

Bayume fakiOrtec,
ankopen urunier

Hucre siklusunun sematik
gosterimi ve hlcre siklusuyla

iligkili ilaglarin etkileri.

Sekil 2.1. Kanser ilaglarinin hiicre dongiisiinde etki yerleri (Akyol.,2004)

B- Hiicre siklusundan bagimsiz ilaclar

Alkilleyici ajanlar: Hiicre gekirdegini, DNA ve RNA sentezini etkilerler. Hizli ¢ogalan

hiicrelerin dliimiine yol acarlar. Nitrojen mustard, Cisplatin, Cyclophashamide,Procarbazine

gibi.

Hormonlar: Tiimér ortamini degistirerek bilylime ve ¢ogalmay: engellerler, protein sentezini

bloke ederler. Ostrojenler, Kortikosteroidler gibi.

Antibiyotikler: DNA replikasyonunu bozarlar. Adriamisin gibi (Akyol,2004).

Kemoterapétik ilaglar kimyasal yapilari ve hiicre aktivitesine gore 6 simifa ayrilmaktadirlar:



Alkilleyici ajanlar: Sitotoksik ctkileri, biinyclerindeki clektrofilik alkil kokii ile hedet
makromolekiillerin - niikleotilik  pargasinm geri doniissiiz - bir kombinasyon yapmast ile
olmaktadir. Bu gruptaki ilaglar arasinda, Busulfan, Carboplatin, Carmustine, Clorambusil.
Cyclophashamide.  Dacarbazine,  Hfostamide, Lomustine, Melphalan, Nitrojen  mustard,

Procarbazine yer almaktadir.

Antimetabolitler ve immunosuppressent ( bagisikhk sistemi baskilayict ): Hiicrenin
normal metabolitleri ile benzerlik gosterdiklerinden onlarn yerine, enzimler igin benzerlik
gosterdikleri metabolitlerin yerine geger veya aynt rolii alarak aktiviteyi bloke eder, azaltir
yada makromolckiillerin igine girerck, fonksiyonu olmayan bir makromolckiil yaratirlar. Bu

grupta; Cytrabine, Mcthoterxate, 6-Mercaptopurine yer almaktadir.

Bitki alkoloidleri: Podofilotoksinler ig iplikleri olusumuna karsi bitki maddeleri ve vinca
alkoloidlerinden  semisentetik  olarak  elde edilen ilaglardir. Hiicre béliinmesini  mitoz
sathasinda durdururlar. Bu grupta; Vincristine, Vinblastine, [toposide ve Teniposide (

podophillotoxin® den clde edilen yar sentetik ilag) yer almaktadir.

Antitiimér antibiyotikler: Hiicrede DNA ve RNA transkripsiyonunu durdurup, dokularda
uzun siire kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre &liimiine yol acarlar. Radyasyonla
birlikte verildiklerinde toksisiteyi arttirirlar. Actinomycin-D, Adriamycin, Bleomycin,

Epirubicin, Idarubicin bu gruptadirlar.

Kortikosteroidler: Kortikosteroidler pasif diflizyonla hiicre igine girip, glukokortikoid
reseptorleri ile baglanarak ¢ekirdege geger, orada DNA ile baglanip transkripsiyon olayin

bozarlar.

Diger cesitli yapida ilaglar: L-Asparaginase bu grupta yer almaktadir. Escherichia coli veya
Erwinia kiiltirlerinden elde edilen bir enzimdir. Blastik hiicrelerde DNA ve RNA sentezini

inhibe eder (Akyol,2004).
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Sckil.2.2. Anti Kanser ilaglarinin Litki Yerleri

2.3.5.1 Antineoplastik ilaclarin Ortak Yan Tesirleri (toksisite)

Kemoterapotik ajanlarin segici olmayan yani hem tiimor hiicresine hem de normal
hiicre iizerine olan yan ectkileridir. Toksisiteler, siklikla ilaglarda doz smnirlayict, hasta
yagsamuint tehdit edici, yagsam kalitesini bozan, hasta tarafindan kabul cdilemeyen, kisa veya
uzun siireli olabilmektedirler. Toksisitelerin diizelebilmesi i¢in tedavi kiirleri arasinda normal
hiicrelerin kendilerini toparlayabilmesi i¢in firsat verilmelidir.

En stk gozlenen toksisiteler kemik iliginde baskilanmaya bagli ldkopeni,
trombositopeni seklinde, gastrointestinal sistemde mukozit, stomatit, bulanti, kusma, ishal

yada alopesi (alopecia = sa¢ dokiilmesi) olarak klinikte karsimiza ¢ikmaktadir.

Cizelge.2.1. Kanser ilacglarin Siniflandirilmasi (Ankara Ecz. Fak. Dergisi
,2002)

Antibiyotikler
Bleomisin

Antimetabolitler
Sitarabin

Fludarabin Daktinomisin

5-florourasil Daunorobisin

merkaptopiirin Doksorubisin
Metotraksat idaurubisin

6-Tiyoguanin Plikamisin

Alkilleyiciilaglar
Korbustin ve
Lomustin

Siklofosfamid
ve

Mekloretamin

Streptozotosin

Digerleri
Asparaginaz

Sisplatin ve
Kaboplaun

Estopozid
interferonlar

Radyoaktif
izotoplar




2.3.6 Antititmor Antibiyotikler

Antitimor antibiyotikler mantar ve bakteriyal fermantasyon triinlerdir. Streptomyvees
tiirlert taratindan tretilen digtik molekil agirhkh glikoproteinlerin bir karismudir. ilacin
hemen hemen  tamanu idrarla veya digkr ile atildign igin bobrek fonksiyon bozukluklarinda
atthmu - gecikir. Kemik iligi ve  immum  sistem  depresyonu  yapmadigindan — birgok

kombinasyona girmektedir. En 6nemli toksik etkisi akcigerlerde fibrozise yol agmasidir.

Bleomisin ile tedavi edilen hastalarin - pulmoner komplikasyonlart ilk kez 1978
tarthinde Nygaard ve ark. tarafindan yaymlanmistir. Bu rapora gére bleomisin ve
radyoterapiden sonra 6zofagus kanseri nedeniyle operasyon edilen hastalarda post operatif

pulmoner komplikasyonlar daha sik olarak izlenmektedir.

Goldiner ve ark.(1978), bleomisin tedavisi alan hastalarda 3-5 giin sonra ciddi
solunum sikintist gelistigini, yogun bakim tedavisine ragmen 5 hastanin  oldiigiini ve
otopsilerinde interstisyel pnomoni saptadiklarim bildirmislerdir. Ozelliklede kemoterapide
kullantlan bu ilacin cerrahi girisim ve anestezi uygulamas: 6ncesinde verilmesi halinde

tehlikeli olabilecegi cesitli aragtirmalar sonucunda tespit edilmistir ( Sert ve ark. 2007).

2.3.6.1. Bleomisin

Bleomisin , Streptomyces verticullus tiiriinden elde edilmis sitotoksik glikopeptid
antibiyotiklerin bir karisimi, antitiimoral etkili bir antibiyotiktir. Bleomisin ilk olarak 1966
yilinda Japon bilim adami Hamao Umezawa tarafindan anti kanser tarama faaliyetleri
sirasinda kesfedilrﬁiétir. Bleomisin , 1973 yilinda FDA onayini aldiktan sonra ilk olarak

Blenoxana adi alinda ABD*de pazara sunulmustur.

BLM, bleomisin-demir kompleksi olusturarak molekiiler oksijeni, siiperoksit ve
hidroksil radikallerine donustiirir. Bu da DNA’ da iplik¢ik kirilmalarina ve DNA-RNA-
protein sentezinde (trankripsiyon ve translasyon basamaklari) hasara sebep olarak anti-

neoplastik etki gosterir (Erden ve ark.2008).

Akciger, bobrek, periton ve lenf sisteminde yilksek oranda konsantre oldugu
gosterildigi igin deri kanserleri, bag- boyun kanserleri, uterus kanseri, serviks kanseri,

retikulosarkom ve lenfosarkom tedavisinde kullanilir.



Bleomisini inaktive eden hidrolaz enziminin akciger dokusunda diger dokulara oranla
¢ok digiik diizeyde bulunmasindan dolayr yan ctki olarak 6zellikle akceigerlerde yaygin
fibrozis ve interstisyel pnomoni olusturur ve B3EM kullamilan hastalarda akeiger hasar
gelisme orant %3-40 oraminda degiymektedir. Bu durumda gelisen akceiger fibrozisinde serbest

oksijen radikallerinin 6nemli faktorlerden biri oldugu iddia edilmektedir.

Tedavi amacryla bleomisin uygulandiginda en ¢ok deri ve akcigerde konsantre
oldugu gozlenmiy, dolaystyla ilacin yan ctkisi de en stk bu organlar da goriilmektedir. Hag
kullanimt csasinda akcigerde kollojen yikimi azahirken yapimi biiyiik oranda artmakta ve

sonug olarak bazi vakalarda Pulmoner Fibrozis (PF) gelismektedir( Zitnik, 1995).

Bleomisin yapisal olarak bilesenleri iki kismi ayrilir. Anti kanser ajani olarak
kullamldigr zaman kemoterapétik formlart ilkin Bleomisin A2 ve Bleomisin B2 dir
Bleomisin hodgkin lenfoma tedavisinde, testis kanserinde, sukuaméz hiicre kanserinde ve

sigil tedavisin de kullanilmaktadir( Lewis.2007).

Bleomisin tedavisi ile pulmoner lezyon arasindaki iliskiyi pek ¢ok arastirmaci
tanimlamigtir. Bunlar intraalveoler cksuda, hyalin membran, interstisyel fibrozis, 6zellikle tip
I ve daha sonra tip 2 pndmositlerdeki skuamoz hiicreli metaplazi ve alveola-kapiller alandaki
interstisyel sivt artisidir. Ayrica otopsi bulgularinda akcigerlerin normalden daha biiyiikk ve

agir oldugu saptanmigtir (Paul ve ark. 1993).

Conley ve ark.1986, bleomisinin alveoler makrofajlarin siiperoksit anyonlarin
artirarak oksijen toksisitesine yol agtigini ileri siirmiistiir. Klinik ¢alismalarda hidrokortizonun
stiperoksit tretiminin %33 kadarini inhibe ettigi bulunmus ve hidrokortizonun bleomisin

pnomosini azalttifi gésterilmistir.

Bleomisin ayrica nitrik oksit salinimina neden olur. [laci takiben oksijene maruz
kalma durumunda solunum yetmezligi yerlesir ve bleomisin verilen hastalara cerrahi girisim
gerekirse mimkiin oldugu kadar disiik tutulmahdir (Conley ve ark. 1986). Bleomisin biiylik
oranda idrar ile atilmasina ragmen genellikle ¢ok yiiksek dozda verilmedikge bobrek hasarina

yol agmaz (Sert ve ark. 2007).



2.4. Uziim Cegirdeginin Yapisi

Uziim botanikte cins adt Fitis olan ve asma olarak adlandirilan bitkinin meyvesidir.
Meyve dirctiminde kullamlan tirler igerisinde diinyada en ¢ok tziim ¢esidi iceren tiir Vitis
vinifera L. ssp. sativa D.C.'dir. Bu tiir i¢erisinde tespit edilen ¢esit sayist 10.000in iizerinde
olup diinyadaki tiretimin % 90'mindan fazlasm olusturmaktadir.
Uziim, yiiksek scker igeriginden dolayt, kalori degeri yiiksek bir besin maddesidir,
Ayrica, mineral maddelerden kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir yéniinden zengin oldugu
gibi, bazi vitaminler (A, BI, B2, niasin ve C vitaminleri) ydniinden de énemli bir kaynak
olarak kabul edilmektedir. Uztimiin bilesimi iizerine basta fiziim ¢esidi olmak Gzere toprak ve
iklim kogullart, uygulanan teknik ve kiiltiirel islemler ile 6zellikle olgunluk derccesi vb.
faktorler ctkilidir. Genel olarak iiziimlerin bilesiminde su, sckerler, organik asitler, fenol
bilesikleri. pektik maddeler, aroma maddeleri, azotlu maddeler, enzimler, vitaminler ve

mineraller bulunur (Canbas, 2003, Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2006).

Uziim ¢ekirdegi  kompleks bir bilesime sahip olup, bilesimi olusturan geler ve

yaklasik oranlar ¢izelgedceki gibidir.

Uztim Cekirdegi Bilesimi

Bilesim

. Oran (%)

Ogesi

Lif 40

Yag 16

Protein 11
Fenolik Bilesikler 7

Uziim ¢ekirdeginde bulunan proantosiyanidinler, genis farmolojik aktivitelere ve
tedavi edici potansiyele sahip olduklar bilinen bir polifenolik biyoflavanoid grubudur.
Kirmiz sarap ve Uziim ¢ekirdeklerinde bulunan esas polifenoller olan

proantisiyanidinlerin kalp saghgin koruyucu etkileri yapilan galigmalarda bildirilmistir.



2.4.1.Fonksiyonel Ozellikleri

Uztim gekirdegi ve kabugu, zengin bir proantosiyanidin kaynagudir. Prosiyanidinlerin
karigimi, oligomerik  proantosiyanidin kompleksleri (OPCS) (+) katesin ve (-) epikatesin
dimer ve trimerleri ile proantosiyanidinlerin trimer ve polimerlerinden olusur. Ayrica tiziimde

resveratrol ve viniferinler gibi stilbenler de bulunmaktadir ( Fine, 2000).

Uziim g¢ekirdegi ve tiziim ¢ekirdegi ekstraktinmn igermekte oldugu bilegenlerine bagh

olarak sahip oldugu bashca fonksiyonlarin;

1. Antioksidan

Antinflamatuar

o

Antitrombotik

=

Antikarsinojenik (Antikanscrojenik)
5. Antibakteriyal
ctkilerden kaynaklandigini bilinmektedir (I'remont.2000).

Pek ¢ok aragtirmacinin bulgularina gére, tiziim ¢ekirdegi dziitiiniin  serbest radikalleri
stiptiriicti yetenegi, bir bagka deyisle antioksidan aktivite kapasitesi, gerek hayvan modelleri
gerckse analitik testler sonucunda oldukga yiiksek diizeylerde tespit edilmis ve hatta C ve E
vitaminleri ile beta-karotenden daha ytiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar tiziim
flavanollerinin, o6zellikle de resveratroliin giiglit bir kalp koruyucusu oldugunu ortaya
koymustur. Uziimde bulunan viniferin ve katesinin sitokrom oksidaz enzimini inhibe ederek
aspirin ve naproksen benzeri etkiler meydana getirdigi, ¢ekirdeginde bulunan resveratroliin
trombosit agregasyonunu inhibe ederek pihtilasmay1 engelledigi, LDL oksidasyonunu

azalttigi, on yangisal (inflamatuar) cevabi baskiladigi da ileri siiriilmektedir (Y1lmaz,2010).

Oksijen radikalleri  beyin hasarinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Yangzherg ve
arkadaglar1 (2005). tziim gekirdegi oziitiiniin yeni dogmus siganlarda oksijen radikalleri
tarafindan indiiklenen beyin hasar1 lzerindeki etkilerini inceleyen bir arastirma
gergeklestirmiglerdir. Aragtirma sonucunda, {iziim g¢ekirdegi 6ziitiiniin kullanilmasiyla lipid
peroksidasyonunun durduruldugu ve hipoksik (oksijen azlig1 nedeni) istemik beyin hasarinin

yeni dogan siganlarda azaltildig: tespit edilmistir.



Tyagt ve arkadaglart (2003)  taratindan gergeklestirilen arastirmada gesithi i vitro
cahsmalar sonucunda tzim ¢ekirdegi dziitiiniin tamér gelisimini bastirdigr  gogiis, akciger,
prostat. kolon ve lenf bezlerinde goriilen kanser hiierelerine karst sitotoksik aktivite gosterdigi

belirtilmigtir.

Cizelge. 2.2 Kirmuzy diziim kabugu ve gekirdeginin antioksidan igerikleri

 (oziinebilir ‘Qekirdek ~ Kabuk
Polifenoller (g/kg kuru maddce) (g/kg kuru m.)
| Fenolik asitler %26.2 N %13.4
Hidroksisinnamik asitler %4.2 %4.8
Ilavan-3-ol’ler %40.3 %17.8
Flavanoller %6.7 %l11.8
Antosiyaninler % 22.7 %52.2

2.4.2 Resveratrol (3, 4', 5-trihidroksi-stilben)

Son zamanlarda yaptlan ¢ahismalar iiziim ¢ekirdeginin tespit edilebilmis en giiclii
antioksidan oldugunu, bunun yaninda insan saghig agisindan birgok faydali madde igerdigini
ortaya koymustur. Resveratroliin ilk tespiti, Fransiz mutfaginin son derece yiiksek miktarda
doymus yag, kolesterol igerikli  beslenmesi ve yogun sigara tliketimine ragmen
ozellikle Bordeaux bélgesinde yasayan kesiminde, kalp hastaliklarinin yok denecek kadar az
gorilmesinin bilim adamlar tarafindan “Fransiz paradoksu” olarak degerlendirilmesiyle
baglamigtir. Bordeaux bélgesinin rutubetli havasinda yetisen “Cabernet Sauvignon” cinsi
tizimlerin kabugunda kiif mantarina kars1 olusan resveratrol adli antioksidan maddenin,
yiiksek kalorili ve yiiksek yag oranli yiyecekler tiiketildigi halde, kalp hastaliklarina kars

koruyucu rolii oldugu yéniinde sonuglar elde edilmistir.

Resveratroliin ilk kez 1930’lu yillarin baslarinda tedavi edici bitkilerde var oldugu
belirlenmistir (Takaoka. 1940). Daha sonraki yillarda Avustralya’da yetistirilen okaliptus

agacinda, bir stilben olan resveratroliin antifungal aktivitesi iizerine ¢alismalar yapimstir (Fremont. 2000).

Resveratrol {iziim yapraklarinda ve {ziim tanelerinde ilk defa 1976 yilinda saptanmis ve bu tarihten

itibaren resveratroliin antifungal aktivitesi iizerine galismalar yogunlasmisur. Resveratrol yillarca Asya



tibbmda  Ko-jo-kon olarak bilinen ve iltthaplanmalart énleyen bir ilag olan Poligonum
cuspidatum™an (sivri uglu ¢oban degnegi) koklerinden elde edilen bir maddedir. (in ve Japon
halklarmmn  kojokon olarak adlandirdiklart - gelencksel ilacm  resveratrol  oldugu  bugiin
bilinmcktedir. Resveratrol antifungal  Gzelliklere bagh olarak pek ¢ok  bitki  tarafindan
dretilmektedir. Cok degigken miktarlarda tztimde, dut agacinda, Ahududunda, yer fistiginda,
findikta, bogiirtlende, Isveg ¢ami ve Dogu beyaz ¢ami gibi bazt ¢am agaglarinda, sivri uglu
¢oban degnegi'nde  bulunmaktadir. Resveratrol diger bitkilerde de degisen miktarlarda
iretilmesine ragmen Gziim ve tGzimden clde edilen driinlerde 6zcllikle de sarapta fazla

miktarda bulunan bilesiktir (Caylak ve ark.2009).

Insanoglunun yeniden kesfettigi en biiyiileyici molekiillerden birisi Resveratrol’dur.
Resveratrol mantar enfeksiyonlart ve diger ¢evresel streslere karst koruyucu olarak bitkilerden
clde edilen dogal bir fitoalcksin'dir. Alexin kelimesi yunan dilinden gelir ve yunanca
engellemek yada korumak anlamindadir. Resveratrol ayni zamanda dejeneratif hastaliklardan

korumak i¢in insanlarda alexin benzeri aktiviteye sahiptir.

2.4.3.Resveratroliin Kimyasal Bilesimi

Uziimlerde bulunan polifenoller baslica iki grup altinda toplanir; Flavonoidler ve
flavanoid olmayan bilesiklerdir. Uziimde en yaygin olan flavanoidler flavanoller (kersetin,
kamferol, mirsetin), flavan-3-ol’ler (katesin, epikatesin, tanenler) ve antosiyaninlerdir.
Flavanoid olmayan bilesikler ise; hidroksisinnamik asit ve gallik asit tiirevleri ile trans-

resveratrol’dur

Sekil.2.3. Resveratroliin Kimyasal Yapisi. ( Greenwood ve Earnshaw ,1997)



Resveratrol |, biyotik ve abivotik stres kosullarma karst Gziimlerde sentezlenen stilben
grubu bir fitoaleksindir. Ozellikle renkli tiziim gesitlerinin kabuk kisminda yiiksek miktarda
sentezlenmektedir (0.30- 14.10 mg/g yay agirhk: 9.30-78.50 mg/g kuru agirhk). Biyokimyasal
yapisinin aydmlatilmasindan sonra resveratrol, ¢eyitli hastaliklarm olusumunun énlenmesinde
ve tedavisinde  kullantimaktadir. Uziim ve sarabin igeriginde resveratrol bulundugunun
tanimlanmastyla birlikte, bu bilesige olan ilgi daha da artnmustir. Bir ¢ok eczacilik ve tip
[iteratiiriinde,  resveratroliin antifungal, antimikrobiyal, antitimor ve antioksidan  ctkileri

oldugu vurgulanmaktadir (Keskin ve ark.2009).

Resveratrol ile ilgili aragtirmalarin biiyiik ¢ogunlugu kanser izerine yogunlasmis
olup. bu bilesigin, kanserin pek ¢ok agamasinda durdurucu ve engelleyici 6zelligi oldugu
belirlenmigtir. Resveratrol, antiinflamatuar.trombosit kiimelesmesini engelleme ve kolesteroli
diistirme gibi ctkileriyle aynt zamanda koroner kalp hastaliklart riskini de azaltmaktadur.
Fransa'da koroner kalp hastaliklarindan 6lim oraninin disiik olmasi, orta diizeyde sarap
tiketimine (Fransiz Paradoksu) dayandinlmistir. (De Lorgeril ve ark. 2002) Bunlarin yant
sira, son yillarda yapilan ¢alismalarda resveratroliin  Alzheimer hastaligi iizerinde de
tyilestirici etkisinin oldugu belirlenmistir. Resveratrol 1s1ya dayanikli olmasi nedeniyle, bir¢ok
yiyecek ¢esidinde aktif formunu (transresveratrol) koruyabilmekte, agiz yoluyla alindiktan
hemen sonra sindirilmekte ve hizla kana karismaktadir. Giinlik 375 mL kirmizi sarap
titketilmesi. 50 adet kirmizi-siyah renkli tiziim tanesinin yenmesi, ya da ticari 6nem kazanmis
resveratrol igerikli ekstrelerin i¢ilmesiyle resveratroliin koruyucu etkisinden yararlanilabililir.

(Keskin ve ark. 2009).

Resveratrol hiicre yasam stiresini uzatan ilk molekiildiir. Resveratrol’un sirtuin
(SIRT2, insan SIRT1 homologu) aktivasyonu ile kalori kisitlamasina yanit olarak mantarlarda
hiicre yasam siiresini uzattigim gosteren ¢alismalar mevcuttur. Resveratrol’iin sirtuinleri
aktive ettifi insan ve hayvan modellerinin  kullamildigi cahsmalarla gosterilmistir.
Arastirmalara gore antioksidant ve antimutajen olarak yaslamay: geciktirme 6zelligine sahip
olan resveratrol, kanser olusumuna dogru giden hiicre degisimlerini bloke etmekte ve

istenmeyen dokularin viicutta olusmasini engellemektedir (Karabulut,2008).



2.5. Ehrlich Ascites Tiimor (EA'T)

Gintmizde tedavide bagarilt olmak ve kansere karst yeni yontemler gelistirmek tizere
vaptlan ¢aligmalar deney hayvanlarmda olusturulan bu deneysel hayvan tiimérleri tizerinde
surdirilmektedir. Elde cdilisinden bu yana pek ¢ok arastinlmaya konu olan hayvansal
tiimorlerlerden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede spontan meme adenokarsinomasi
olarak ortaya ¢iknug ve Ehrlich ile Apolant tarafindan 1905 te tiimér pargalart fareden fareye

deri altindan transplante edilerck dencysel timor haline getirilmistir (Lazebnik ve ark., 1991).

1932 yilinda Locwenthal ve Jahn, bu tiimériin farclerin peritonunda sivi halde
biiyliyen formunu clde etmeyi bagsarnmuslar ve peritonda hiicrelerin yam sira asit sivist da
olustugu i¢in tiimor Lhrlich Ascites Tumoéri adint almistir. EAT diferansiye olmamis bir
tumordir. Transplante  cedilebilme orani yiksek olan,  regrasyon gostermeyen, hizh

proliferasyona, kisa yasama siiresine sahip ve %100 6liime gétiiren bir timér ¢esididir.

Timor hicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra orada
¢ogalmalari ile neoplastik hiicreler thtiva eden bir eftiizyon meydana gelmesi, bir asit terimi
ile ifade edilir. Genellikle tiimorler tekrarlayan pasajlarla virulanslarini artirirlar. Bu gibi
tiimorlerin bilylime hizi artar. Diferansiasyon (farklilasma) gitgide kaybolur (Altun ve

Ozalpan, 2004).

Asit, gri- beyaz bazen hafif kanl goriintimde koyu bir sividir. 0.1 cc*de yaklasik 10
milyon neoplastik hiicre igerir. EAT nin sivi formunun élde edilmesiyle birlikte, ¢alismalarda
yogun bir sekilde sivi tiimor kullanilmistir. Kullammdaki yogunlugun nedeni, sivi formun
serbest tiimor hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen
sayidaki hiicrenin bir bagka hayvana transplante edilebilmesidir. Dolayisiyla alisilmis basit
sayma yoOntemleriyle hem transplante edilen tiimér hiicre sayisi, hem de olusan tiimor

bityiikliigiinii kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin olmaktadir (Altun ve Ozalpan, 2004).

EAT amaca gore asit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger tiimor
hiicresi igeren asit sivis1 deney hayvanina intraperitonal yolla enjekte edilirse asit form,
subkutanoz yolla enjekte edilirse solid form elde edilir. EAT hiicreleri, farelerin peritoneal
boslugunda siispansiyon halinde cogalirlar ve in vitroda yapay yiizeylere yapismazlar.
Pasajdan 4-6 giin sonra asit olusmaya basladig1 anlasilabilir ve toplam 5-12 cc asit tesekkiil

eder (Altun ve Ozalpan, 2004).



Sckil.2.4. Normal (saglikl) fare  (solda) ve EAT gelismis fare (sagda). Karin ileri

derecede gigmis, saglikli fare kolayca ayirt edilebilmektedir.

Sunulan ¢aligmada Bleomisin uygulanan farclerde hiicre poliferasyonu , mitotik
indeks , biyokimya analizleri , ve histopatolojik sonuglar ile resveratroliin antioksidant

Ozelligi ve fibrozis olugumu tizerine olan ctkileri yorumlanacaktir.

MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Deney hayvanlarmn yetistirilmesi

Tez ¢aligmasinda kullanilan ve agirhklar 25-30 gram arasinda degisen fareler Dollvet
Veteriner As, llag, Biyolojik Madde Uretimi Sanayi Ticaret A.S. tarafindan bagislanmistir.
Uygun kosullarda ve polipropilen kafeslerde normal sartlar altinda 22+2°C’de, % 50-70
rutubete sahip odada bakimlari yapildi. Hayvanlara uygulama yapilmadan énce 2 hafta

stireyle bulunduklari ortama alismalar1 beklendi. Daha sonra islemlere baslandi.

3.1.2. Resveratroliin Temini

Galigmamizda ticari olarak piyasada bulunan Sigma firmasima ait R5010 kod no’lu

Resveratrol kullanilmastir.



3.2. Ehrlich Ascites Tiimor Hiicreleri

Deneyde kullamilan EAT hicereleri, hiperdiploid EAF hiiereleridir. Bu hiiereler 1977
yilmda Koln Radyobiyoloji Bolimii'nden temin edilerek istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Radyobiyoloji Anabilim Dali'nda devami saglanmuistir. Buradan 2009
ythnda Universitemize gonderilmis ve ¢alismamizda kullamlmistir, Rutin olarak her 10 ginde

bir, dondr fareden digerine transplantasyonlart yaptlnustir.

3.3. Deneysel Uygulamalar

Dencey hayvani olarak 60 adet Balb/C ki yetiskin fareler kullanildi. Her grupta 12ser
hayvan olacak gekilde toplam S grup olusturuldu. Biitiin farelere i.p. yoldan 2.5 milyon EAT
hiicresi uygulandi. I no’lu grup kontrol grubu, 1I no’lu grup i.p. yolu ile sadece 1,5mg/kg
Bleomisin verilen grup, 111 no’lu grup i.p. yolla sadece 25mg/kg iiziim ¢ekirdegi ekstresinin
uygulandidr grup oldu. Bundan sonraki gruplarin hepsine Bleomisin ayni dozda (1,5 mg/kg)
uyguland, ancak: IV no’lu gruba i.p. yol ile 25 mg/kg tiziim ¢ekirdegi ekstresi, V no’lu gruba
1.p. yol ile 50 mg/kg liziim ¢ekirdegi ekstresi, Deneyin kontrol ve galigma gruplarini iceren

program Cizelge 3.1. de verilmistir.



Cizelge 3.1, Kontrol ve Deney Gruplar

Denck
Sayisi Uygulanacak Madde
I 12 Kontrol grubu
I 12 Sadece I,5mg/kg Bleomisin verilen grup
n 12 Sadece 25 mg/kg tiziim ¢ek. ckstresi verilen grup
v 12 I.5mg/kg Bleomisint 25 mg/kg {iziim ¢ek. ckstresi verilen grup
V 12 1.5mg/kg Bleomisint 50 mg/kg iziim ¢ek. ckstresi verilen grup

Hayvanlara kanser hiicrelerinin enjcksiyonu, antitiiméral ilag enjeksiyonu ve bitki
ekstrelerinin verilmesi i.p. yolla yapilmistir. Her uygulama 6ncesi hayvanlarin karin bslgesi
antiseptik bir soliisyonla temizlenip sterilize edilmis ve her hayvan i¢in ayri steril ifne
kullamlmgtir. 11k giin hayvanlarin tamamina EAT hiicreleri enjekte edildi. Ertesi gl’in'ise,
Bleomisin ve {iziim ¢ekirdegi ekstresi enjekte edildi. flag ve ekstre uygulaméslnln yapildig
gin 1. giin olarak kabul edildi. Uygulamanin yapildig1 ilk giinii takip eden 2., 4., 6. ve 9.
giinlerde her gruptan segilen 3’er fare inhalasyon yoluyla anestezi yapilarak derin genel
anestezi altinda peritonlar agilarak periton igi 50 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

ile yikandi ve Neubauer laminda periton i¢i sivilarindan kanser hiicresi sayimi yapildi.
3.4.1. Mitotik Indeks Calismasi

Kontrol ve deney gruplarindan 2., 4., 6. ve 9. giinler igin farelerden karin ici asit
stvilart alindi ve her bir hayvandan tiger adet preparat hazirlandi. Preparatlar fikse edildi ve
feulgen boyasindan sonra giemsa boyasiyla boyandi. Her preparatta 1000 adet hiicrede mitoz

yapan hiicrelerin sayisi belirlendi.



3.4.2. liicre Cogalma 1hiza Caliymasi

Kontrol ve deney gruplarmda 2., 4., 6.ve 9. giinler igin ayri ayri farclerin periton igleri

50 mlITH3SS ile yikandi ve Neubauer laminda sayim yapildr.

3.4.3. Patolojik Cahsmalar

Deney hayvanlarindan dislokasyon yaptlmadan 6nce 2 ml injektor kalp punkguru ile
kanlari alindr ve dislokasyonla sakrifiye cdildikten sonra farelerden bébrek, karaciger ve
akciger dokulart ¢ikarilarak oncelikle fizyolojik suda yikanarak kan ve pihtt maddeleri
uzaklastirildi. Tum 6rnekler 24 saat boyunca %10 formaldehid fiksatifinde bekletildi. Sonra
%30, %350, %70, %85, %95, ve iki sefer %100 alkol ve daha sonra %25 + %75, %50 + %50,
%75 + %25 ksilol + alkol serilerinden gegirilerek alkolii uzaklastirilmistir ve %100 ksilol’de
bekletilmigtir. Daha sonra %25 ksilol + %75 parafin , %50 ksilol + %50 parafin , %75 ksilol
+ %25 parafin serilerinden gegirildikten sonra  58'C’ de %100 parafinde bekletildi. Daha
sonra parafin bloklari hazirlanan doku 6rneklerinden 5° er mikron kalinhiginda doku kesitleri
alinmig  ve deparafinizasyon islemi uygulanmigtir. Hematoksilen boyada S5 dakika
bekletildikten sonra yikanip eozin ile 30 saniye daha yikanip tekrar dehidrasyon yapild: ve

preparatlar hazir hale getirildi.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. Mitotik indeks

Kontrol ve deney gruplarindan 2., 4., 6. ve 9. giinler igin farelerin karin igi asit sivilar
alindi ve her bir hayvandan tger adet preparat hazirlandi. Her preparat fikse edildi ve dnce
feulgen boyada sonra da giemsa ile boyandi. ller preparatta 1000 adet hiicrede mitoz yapan
hiicrelerin sayist belirlendi. ller hayvan igin ortalama mitoz sayist belirlendi ve standart
sapmalari ile ortalama degerleri hesaplandi. Varyans analizi yapildi. Sonuglar Cizelge 4.11 ve
Sckil 4.1.1°de goriilmektedir. Varyans analizi sonucunda kontrol gruplar ile deney gruplan

arasinda anlamlh diizeyde farklar bulundu.

Deney gruplarinin - kontrol grubu ile ve kendi aralarinda giinlere gore ikili
kargilagtirmalart SPSS 15 programi kullamlarak ANOVA testi ile yapildi. ANOVA testi
sonuglarina gére kontrol grubu ile diger deney gruplan arasinda tiim giinler i¢in p<0.01
diizeyinde ileri derecede anlamli farklar oldugu anlagilmis olup, hangilerinin birbirinden tarkh
oldugunu belirlemek i¢in DUNCAN testi kullamilmistir. DUNCAN testi sonucunda ise

sadece birinci grubun digerlerinden ¢ok anlamli derecede farklt oldugu gézlenmistir (p<0.01).

DUNCAN ¢oklu karsilastirmali testi sonucunda sadece kanser hiicrelerinin enjekte
Aedildigi ve aynt zamanda kontrol grubu da olan 1. grupta ¢ok anlamli derecede fark
gozlenmistir (p<0.01).

Diger gruplarnin kendi aralarindaki karsilastirmalarinda ise 5. grupta digerlerine
nazaran anlamli fark oldugu gozlendi (p<0.01). Cizelge 4.1. ve sekil 4.1.’de biitiin gruplarin

2., 4., 6. ve9. giinlerdeki mitotik indeks ylizdeleri goriilmektedir.



Cizelge 4. L. Mitotik indeks yiizdesi. Biitiin gruplarm 2., 4., 6., ve 9., giinlerdeki

mitotik indeks yiizdelert.

Grup

1 ( Kontrol)

2. Giin

7811041

11,011 0,26

6. Gitin

9. Gin

6,351 0,18

2,61L0.19

098 1 0,11

1,921 0,18

1311 0,09

0,811 0,05

11 (1 5mg/kg Bleomisin)

11 (25 mg Giziim ¢ek. 1ks.) 0,82 1 0,06 1,51+ 0,10 0,62+ 0,13 0,18 + 0,09

IV(Bicomisint 25mg tiziim ¢ek.) | 0,30 1 0,14 0,91 + 0,20 1,10+ 0,12 0,33 £+0,13

V( Blcomisint 25mg dziim ¢ek.) | 0,18 t 0,01 0,22 t 0,02 0,29 1 0,07 0.21 £ 0,09

12

N 48.saat
W 96 saat

# 144 saat

W 216.saat

kontrol Bleom.

Bl.+Resv50

Sekil.4.1.Mitotik indeks. Biitiin gruplarin 2., 4., 6., ve 9., giinlerdeki mitotik indeks yiizdeleri

Yapilan galigmalar sonucunda mitotik indeks kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Bleomisin verilen grupta dnemli bir azalma gériilmiistiir. Resveratrol verilen gruplar da ise
resveratroliin dozu arttik¢a mitotik indeksin yiizdesi de giderek daha fazla bir azalma

gostermistir. Kontrol grubunda 96. saate en yiiksek mitotik aktive gozlenmistir.



4.1.2. Hiicre Cogalma iz

Kontrol ve deney gruplarmda 2. 4., 6.ve 9. giinlerde, farclerin periton igi 50 ml
HIBSS le yikandr ve hiiereler Neubauer Taminda sayildi. Ortalama degerleri ve standart
sapmalart hesaplandi. Sonuglar Cizelge 4.2 ve Sckil 4.2.°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2, Hicre Cogalma hize. 2.5 x10° EA'T hiieresinin enjeksiyonundan sonra 2., 4., 6.ve 9. giinlerde her
grubun sahip oldugu hitere sayisi gortimektedir,

T SAAT |0 T 96 144 216
GRUP T~ | I e
13704748 37202267 .4 130038904 4 3506126354
AT 2.500.000 i i i i
697434 3 558785,38 8740608 780570.4
1407572 12253804 14318760,2 16947387
Blcomisin 2.500.000 f t . t
98034.,01 1385422 8075135 4552504
3849567 5738051.6 304794352 35516276
Resveratrol 2.500.000 t+ s + t
464189.6 731178.5 686078.5 726621.8
689925.6 2727453.6 10341390.8 15329221
Ble+Res25 2.500.000 i 2 t +
67863.87 632956 .4 720365.6 755331.,7
6367214 5951204 5985393 .8 7264165
Blet+ResS0 2.500.000 & + + +
38264.,04 5412995 1000829 610641,1
1.00E+09 ]
g EAT
=1, ,00E+08 A1 ~i- Bleomisin
=)
2 s~ Rasveratrol
a
%1,00E+O7 ] . -~ Ble+Res25
) B -3~ Ble+Res50
o
51.00E+06 (/&
I
1.00E+05 T T T T )
0 48 96 144 216
Zaman (saat)

Sekil .4.2. Hiicre Cogalma Hizi. Biitiin gruplarin 2., 4., 6. ve 9. giinlerdeki hiicre ¢ogalma hiz1 yiizdeleri
goriilmektedir.



Yiapilan kargtlastirmaln test sonncunda Bl ve Bl Res.25 ile Bl + Res.25 ve BlIRes. 50

gruplan digmda diger tiim gruplarda istatistiksel olarak (p- 0,05) anlamh artis goézlenmistir.

4.1.3. Patolojik Bulgular

Deney hayvanlarmim sakrifikasyonu genel anestezi altinda gergeklestirilmistir ve
sakritfiyc edilen hayvanlanin akciger, karaciger ve bobrek dokulart  alinnustir. 1lazirlanan
doku preparatlarmm histopatolojik incelemelert sonucunda bleomisinin akciger parankiminde
fibrozis ve fokal inflamatuar hiicre topluluklan goriilmistir.  Bitin gruplarda akciger doku
kesitlerinde ortalama  Grade 1-3  arasinda inflamasyon gézlenmistir. Kontrol grubunda
ortalama olarak grade 1 iken bleomisin ile tedavi edilen gruplarda ortalama olarak grade 3’¢
kadar inflamasyon izlenmistir. Buna kargin Bleomisin+Resveratrol 25mg/kg gruplarinda
inflamasyon ortalama  grade 2 olarak izlenmistir. Bleomisin+Resveratrol 50mg/kg

gruplarinda isc inflamasyon ortalama grade | olarak izlenmistir.

Sekil 4.3. Kontrol grubu. Akciger parankiminde fibroziste Sekil 4.4.Bleomisin grubu.Akciger parankimin
azalma ve fokal inflamatuar hiicre toplulukiar, de yogun fibrozis ve inflamasyon,

Grade:1, (Masson Trichrom, x200). Grade :3, (H&E. x200).



Sckil 4.5 Resveratrol grubu. Akciger parankiminde Sckil 4.6. Bleomisin t Resveratrol 25 grubu.
fibrozis ve inflamatuar infiltrasyonunda azalma, Akciger parankiminde fibrozis ve inflamasyon-

Grade: 1, ( 11&E. x200) . da azalma, Grade :2 , (H&E. x 200).

Sekil.4.7. Bleomisin+ Resveratrol 50 grubu. Akciger parankiminde fibrozis ve

inflamatuar hiicre infiltrasyonunda belirgin azalma, Grade :1, (H&E, x200).



Grzelge 4.3, Akeiger doku kesitlerinin grade tablosu

GRADE
GO Gl G2 G3 G4

GRUP

EAT I R -
C BLEOM. |
~RISV. | B
BLEO.IRESV.25 '
BLEO.FRESV.50 y ,,, —

x10’luk objektifte
Grade 0: hig iltihap gorilmedi.
Grade 1: | veya daha az iltthap gorildi
Grade 2: 2-4 arasinda iltihap goriildi
Grade 3: 5-10 arasinda iltihap goriildii
Grade 4: 10’dan fazla iltihap gorildii




5 Gruba ait bobrek doku Kesitleri

Bleomisinin bobreklerde, dzclikle kortekste olmak dizere, yer yer farclerde hafif
bir inflamasyona yol agtigi saptanmig ve grade 0-1 skorlamalari yaptlmistir. Nckroz.

ve tibrozise rastlantmanustir (Sckil.4.9).

Sekil 4.8. Kontrol grubu. Bébrek doku kesitinde normal histolojik goriiniim.
(H&E.X 200).

Sekil 4.9. Bleomisin grubu. Bébrek doku kesitinde fokal inflamatuar hiicre infiltrasyonu
(H&E.X 200).



S Giruba ait karaciger doku kesitleri

Kontrol grubunda karacigerde inflamasyon izlenmezken,  bleomisin ile
tedavi edilen gruplarda intlamatuar hiiere yogunlugu  grade 0-1 arasinda izlenmistir
(Sekil4.10). Bl + Resv.25 mg/kg ve Bl + Resv.50 mg/kg tedavi edilen gruplarda

inflamasyon gozlenmedi.

Sekil.4.10. Kontrol grubu. Karaciger parankiminde normal histolojik goriiniim,
( H&E, x200).

Sekil.4.11. Bleomisin grubu. Hepatik parankimde yer yer fokal inflamatuar

hiicre topluluklari, ( H&E, x200 ).



Yapugimiz patolojik ¢alismalar sonucunda EAT’ ne karsi kullandigimiz
bleomisin, 6zellikle akciger parankiminde fibrozise ve fokal inflamatuvar hiicre
topluluklarina yol agtigs  goridlmustir (Sekil.4.4). Buna karsilik kullandigimiz iiziim
¢ekirdegi ekstresi (Resveratrol ) akcigerlerde meydana gelen bu hasari azaltmig
ozellikle de resveratroliin dozu giderek artan Bl + Resv. 25 ve Bl + Resv. 50 gruplar
da akciger hasarinda belirgin bir azalma goriilmistiir
( Sekil.4.6 ve Sekil.4.7).

4.1.4 Biyokimyasal analizler

Karacigerden alinan doku pargalarinin homojenizasyon émeklerinden total

oksidan statiis (TOS) ve total antioksidan capacity ‘ne (TAS) bakildi.

Biitiin Deney gruplarinda normalite testi yapildi. Varyans analizi i¢in Kruskal-
Walis testi uygulandi. Deney gruplarinin kontrol grubu ile ve kendi aralarinda  ikili

karsilagtirmalar igin Mann-Whitney testi uyguland.

Cizelge.4.4. Karaciger dokularinin Total antioksidan capacity (TAS )sonuglari
(ortalamazstandart hata)

SAAT
48.saat 96.saat 144 .saat 216.saat
MADDE

EAT 4,56+0,62 4,05+0,55 3,89+0,66 3,50+0,55
BLEO. 2,11+£0,34 2,11£0,37 1,95+0,38 1,63+0,23
RES. 6,07+0,91 6,41+£0,95 5,28+0,92 5,01+0,85
BR25 4,68+0,71 4,55+0,81 3,78+0,71 4,02+0,61
BR50 5,54+1,10 5,70+0,95 4,75+1,18 4,32+0,74




2
= BEAT
'g @ Bleomycin
.g OResveratrol
r L mBle+Res25
g :
< ,% @Ble+Res50
K k
o b
- §

48 96 144 216

Zaman (saat)

Sekil .4.12. Karaciger dokularinin Total antioksidan capacity (TAS) sonuglart

Calismalar sonucunda bleomisin ile tedavi edilen gruplarda total antioksidan
capacity (TAS) miktan kontrol grubuna gore azalma gorilirken Uzim g¢ekirdegi
ckstresinin verildigi tim gruplarda resveratrol dozu arttikga TAS degerlerinde de
ylikselme gdzlenmistir (¢izelge.4.4. ve sekil.4.10). Sadece resveratroliin verildigi
grupta TAS degerleri artig gosterirken Bl+Resv.25 ve Bl+Resv.50 gruplarinda sadece
resveratrol verilen gruba gore bir azalma gozlenmistir. Bu durum bize bleomisin
kullaniminin resveratroliin TAS degerlerini arttirma 6zelligi tizerine inhibitor etkisi
yapmakta oldugunu goéstermistir. Istatiksel olarak ta en fazla azalmanin oldugu
bleomisin grubunda anlamli bir (p<0.05 ) azalma oldugu, diger iiziim ¢ekirdegi
ekstresi verilen gruplarda ise sadece resveratrol verilen grupta anlamli (p<0.05) artis

oldugu gozlenmistir.



Cizelge 4.5 Karaciger dokularinin Total oksidan statiis (TOS) sonuglar (ortalamat standart

hata)

SAAT
48.saat 96.5aat 144.saat 216.saat
MADDE
EAT 13,60+1,23 13.64+1.,69 14,25+0,79 15,4240.98
BLEO. 21,04+3,03 22.77+2.85 23,542 93 25,04+2.85
RES 11.64+0,90 11,37+0,66 11,80+1,79 12,20+£1,38
BR25 13,76+1,40 12,68+1.98 12,55+£2.26 13,09+1,72
BR50 12,404+1,00 13,43+1,55 9,82+1,52 12,60+2,13

Cizelge 4.5 te goriildiigii gibi bleomisin ile tedavi edilen grupta total
oksidan statiis (TOS) degerlerini yiikseldigi goriilmiistiir. Resveratrol ile tedavi
edilen grupta ise bu degerlerin azaldigi gozlenmistir. Bleomisin + resveratroliin
verildigi gruplarda da TOS degerlerinde kontrole yakin sonuglar gézlendiginden
resveratroliin bleomisinin TOS degerlerini arttirma 6zelligi {izerine inhibitdr etkisi

yapmakta oldugunu gostermistir.
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Sekil .4.13. Karaciger dokularimn Total oksidan statiis (TOS) sonuglar

Gruplarin total oksidan status (TOS) miktar1 kontrol grubuna gore
karsilastinldiginda (sekil.4.11.) en fazla artigin bleomisin ile tedavi edilen grupta
oldugu gozlendi. Bunun sonucunda bleomisinin dokularda oksidan degerlerini
yiikselttigi goriilmiistiir. Uziim gekirdegi ekstresi verilen gruplarda ise kontrole yakin
bir seviyede olduklart gozlenmistir. Bitki grupuna gore ise; tiim bitki gruplarinda farkli
oranlarda goriilen azalmanin sadece Bl+Res.50 grubunda istatiksel olarak anlamh

(p<0.05) oldugu saptanmustir.



5. SONUCLAR ve TARTISMA

Kanser hastaligi, Diinya’da ve tilkemizde kalp ve damar hastahiklarindan
sonra ikinci sirada goriilen 6liim sebebidir (Alict ve ark. 2006). Kanser hastaligi,
ikinci sirada goriilen 6liim scbebi olmakla birlikte, tedavi edilebilir bir hastaliktir.
Kanser tedavi planindaki hedef, hastanin yagam siiresini uzatmak, timar hiicrelerinin

yok edilmesi ve normal hiicrelerin aktivitesini minimal diizeyde etkilemek olmalidir.

Kanser tedavisinde siklikla kimyasal tedavi uygulanmaktadir. Kemoterapi,
ozellikle ¢ogalan hiicrelere karsi segici 6lduriicti etkileri olan, dogal veya sentetik
kimyasal-biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir (Akyol, 2004).
Bleomisin ise diinyada sik kullanilan antineoplastik ajanlardan biridir. Kanser
kemoterapisinde kullanilan tiim ajanlarda oldugu gibi bleomisinde de ¢esitli yan

etkilerle karsilasilmaktadir (Goldiner ve ark.1978).

Bu c¢alismada bleomisin ehrlich asit tiimoriine karst kullanilmigtir.
Bleomisin, bazi lenfoma tiirleri, germ hiicre tiirleri, bas-boyun kanserleri, serviks
kanseri gibi bir ¢ok kanser tiirine kars1 bir ilag olarak kullanilmaktadir (Zitnik ve
ark. 1995; Koslowski ve ark. 1998). Bleomisinin etki mekanizmasi; BLM-demir
kompleksinin molekiiler oksijeni siiperoksit ve hidroksil radikaline indirgeyerek,
DNA zincirinde kirilma meydana getirmesi seklindedir. Yapilan in-vitro
calismalarda antioksidan tedavisi ile BLM’ye bagli DNA ve hiicre hasarinin inhibe
oldugu gosterilmistir. Reaktif oksijen radikalleri ve proteazlar genellikle bu
inflamatuvar hiicrelerden salgilanarak akciger dokusunda hasar olugturur ve onarim
siirecinde asir1 fibrozis gelisir. Bleomisinin en ¢ok karsilasilan yan etkisi pulmuner

fibrozisdir (Erden ve ark. 2008).

Diinyada ve iilkemizde 6zellikle kanser hastalarinin hastaligi yenmek veya
kemoterapinin yan etkilerini azaltmak amaciyla denedigi bir ¢ok alternatif tip {irlini

bitkisel materyaller mevcuttur. Bunlar i¢erisinde en sik basvurulani ise bazi etkilere



sahip olan bitkilerin kullanilmasidir. Ulkemizde  stklikla vinkristin,  vinblastin,
thlamur, adagay, kekik, isirgan otu vb. bitkilerin kullantldigr tespit edilmistir. (Aydm

ve ark., 2008).

Calismanmizda EA'T tagiyan kanserli farelere bleomisinin neden oldugu doku
tahribatint Gnleyici ctkisi olup olmadigini arastirmak iizere, kuvvetli bir antioksidan
olan tziim g¢ckirdegi ckstresi (resveratrol) verilmistir, Ayrica {iziim ¢ekirdegi

ckstresinin antitiiméral etkinligi de arastinlmistir.

Resveratrol ile ilgili arastirmalarin biiyiik ¢ogunlugu kanser hastaligi iizerine
yogunlasmis olup, bu bilesigin, ncoplazik dokunun pek ¢ok asamasinda durdurucu
veya engelleyici  ozelligi oldugu  belirlenmistir (De Lorgenl ve ark. 2002).
Resveratrol, anti-inflamatuar, trombosit kiimelesmesini engelleme ve kolesterolii
dugtirme gibi etkileriyle aym zamanda koroner kalp hastaliklar riskini de
azaltmaktadir (Keskin ve ark.2009, Sayin ve ark.2008). Resveratrol, oksidatif stresin
indiikledigi apoptotik hiicre 6liminii onleyerek ve H,O,’yi yakalayarak vaskiiler

oksidatif strese kars1 direnci arttirmaktadir (Ungvari ve ark.,2007).

Yaptigimz ¢aligmalarda  sadece 1,5 mg/kg bleomisin verilen gruptaki
farelerin akcigerlerinde grade 3’¢ kadar inflamasyon goriilmiistir. Bébrek ve
karacigerlerde ise akcigere gore daha az inflamasyon (grade 1-2 ) goriilmiis buda
bize bleomisinin akcigerlerde daha fazla zarar verdigini gostermistir. Kuvvetli bif
antioksidan olan resveratroliin verildigi gruplarda ise, dokularda meydana gelen‘
inflamasyonun azaldig1 gézlenmis ve bu azalmanin 1.5mg/kg bleomisin+25mg/kg
resveratrol verilen grup ile 1.5mg/kg bleomisin+50mg/kg resveratrol verilen
gruplarda ise resveratroliin dozaji artigindan dolay1  dokularda ki inflamasyonun
daha ¢ok azaldifi gorilmiistiir. Bunun sonucunda iiziim ¢ekirdegi ekstresinin EAT
hiicreleri tizerinde de inhibe edici etkisi oldugu ve ayni zamanda bleomisinin yan

etkilerini azaltic1 ve hatta yok edebilecek bir etkiye sahip oldugu da gozlenmistir.



Bu ¢aliymada, siyah dziimiin ¢ckirdek ve kabuklarinda bulunan ve bunlar
stres faktorlerine kargt koruyan bir bilegik olan resveratroliin, insanlari da hastaliklara
kargt korudugu iizerinde durulmug ve bagta kanser olmak iizere insan sagh iizerine

olumlu ctkileri literatiir 1s131nda aktarilmistir.

Gindmiizde ¢ok sayida aragtirmact serbest radikallerin DNA, proteinler,
lipidler ve hiicredeki diger bilesenlerin iizerinde olusturdugu oksidatif hasart
aragtirmaktadir. Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal
fonksiyonlarin1 yerine getirmelerinde oksidan ve antioksidan sistem arasindaki
mevecut dengenin korunmasi biiyik 6nem tagimaktadir (Caporaso,2003). Bu
dengenin bozulmasi sonucu olusan serbest radikaller viicudumuzun temel yapisal
molekiilleri olan lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidatif hasarlanmasina neden

olur ( Paz-Elizur ve ark. 2003.)

Organ ve dokulan tutan birtakim hastaliklarin asin yiikselttigi oksidatif
strese kargt koruyucu antioksidan sistem yetersiz kalmakta bu da hastaligin daha da
ilerlemesine hatta pek ¢ok komplikasyonun hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Vliet ve ark.2000). Siirekli oksijene maruz kalan solunum yollan ve
akcigerlerde bu ihtimal ¢ok daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller direkt
olarak DNA hasar1 yaparak ¢esitli mutasyonlara neden oldugu (p53 tiimér supresor
geninde oldugu gibi) ve bununda akciger kanseri etiyopétogenezinde rol aldi@i ¢esitli

¢alismalarla ortaya konulmustur (Thacova vé ark.,2004).

Timor hiicrelerinin proliferasyonunda serbest oksijen radikallerinin etkili
oldugu bazi deneysel calismalarla da kamtlanmigtir. Bugiinkii bilgilerimize gore
serbest oksijen radikalleri, kanser olugumunu uyaran karsinojenlerin en
onemlilerinden sayilabilir. Yine karsinogenezin herhangi bir sathasinda oksidatif
stresin etkisi, etki eden serbest oksijen radikallerinin bilesimine ve miktarina

bagldir.

Slejjefer’in yapmis oldugu bir ¢alismada (2001) bleomisinin siiperoksit ve

hidroksil radikallerini i¢eren reaktif oksijen radikallerini tirettigi bildirilmektedir.



BIEM uygulamasint takiben kollojen diretiminin uyarildigi, yikiliminm ise inhibe
cdildigi yine aym ¢ahiymada bildirilmistir. Bleomisin toksisitesi, otokatalitik bir
mekanizma ile hiicresel membranlarin hasarina yol agan lipit peroksidasyonu ile
iligkilidir ve membran yikimt toksik, rcaktif metabolitlerin tirctimi ve hiicre 6limiine

yol agabilir.

Celikezen ve Ertekinin (2009)  yaptigi ¢alismalarda bleomisin uygulanan
ratlarda gdzlenen histopatolojik bulgularda bleomisin verilen grupta alveoller arasi

septumlarda belirgin kalinlagmalar ve fibrozis goriilmiistiir.

Serbest radikal diizeyinin hiicrenin  antioksidan kapasitesini  astid1
durumlarda membran lipidlerinde peroksidasyon meydana gelmektedir (Ames ve

ark.1995; Dimitrescu ve ark.1993).

Ozkurt ve arkadaglart (2000), 35 akciger kanserli ve 26 saglikli kontrol

grubundan olusan ¢alismalarinda akciger kanserli hastalarda TOS diizeylerini kontrol

grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir.

Lankin ve ark. (1976), Ehrlich's karsinomada ta SOD aktivitesinin oldukg¢a

anlamh olarak distiigiinii g6stermislerdir.

Jaruga ve ark.(1994), insan akciger kanseri dokusunda SOD ve katalaz
aktivitesinde diisiis ve DNA lezyon diizeyinde artis tespit ederek olasi kanser

sebebinin serbest radikaller oldugunu yaymnlamislardir.

Caliymamizda 25mg/kg EAT tiimér hiicrelerinin verildigi farelerde total
antioksidan capacity kontrol grubunda giinlere gére sirasiyla 4.56 , 4.05 , 3.89 , 3.50
iken bu degerler bleomisin ile tedavi edilen grupta 2.11 ,2.11 , 1.95 ,1.63’e diismiis,
resveratroliin verildigi gruplarda ise bu degerler 6.07 ,6.41 ,5.28 ,5.01°¢ yiikselmistir.
Bunun durum ise bleomisinin  dokularda antioksidan seviyesini dustirdiigii

resveratroliin ise bu diisiisii engelledigi goriilmektedir.



EAT timdori injckte edilen farclerde total oksidan statiis degerleri ise
kontrol grubunda 13.60 ,13,64 ,14.45 , 15.42 iken bu degerler bleomisin ile tedavi
cdilen grupta 21.04, 22.77 | 23.54 | ve 25.04 ‘¢ yiiksclmistir. Bunun scbebi de
blcomisinin  dokularda oksidan degerlerini  yiikseltmesi  olarak — goriilmiistiir.
Resveratrol ile tedavi edilen gruplarda ise tam tersi olarak TOS degerlerinde farkli
oranlarda azalma goriilmiis ve bu azalma istatiksel olarak anlamh (p<0.005) oldugu

saptanmistir.

Sonug olarak, kullanilan bleomisinin diger dokulara oranla en ¢ok akciger
dokusunu olumsuz yonde etkiledigi sdylenebilir. Bununda muhtemel sebebinin,
bleomisinin akciger dokusu hasart meydana getirirken serbest oksijen radikallerini
olusturmasi, buna karsi uyguladigimiz antioksidan karakterli resveratroliin serbest
radikalleri siipiiriicli etkisi ve EAT kanser hiicrelerine etkisi ile hiicre ve doku

biitlinliigiinii koruyarak stabilizasyon saglamasi oldugu sdylenebilir.
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OZET

Bu ¢alismanin amact Resveratroliin Lhrlich asit timér hiiereleri iizerine
uygulanan blecomisinin yan ctkilerinin iizerinde etkisini aragtirmaktir. Kanser hiicre
poliferasyonunu , mitotik indeksi , biyokimyasal analiz total oksidan statiis (TOS) ve
total antioksidan kapasitesi (TAC)'nin yani sira histopatolojik degismelerden

akeiger, bobrek ve karacigerde inflamasyon skorlamasi arastirtlmistir.

60 albino fare S csit guba aynldr. (n=12 ), Bu deney hayvanlarina 2.5 x10°
hiicre intraperitonal olarak enjekte edildi. 24 saat sonra I.gruba 0,3 ml normal salin,
2.gruba 1,5 ml/kg bleomisin , 3.gruba 25mg/kg resveratrol , 4.gruba 25mg/kg
resv.+1,5mg/kg bleomisin , S.gruba 50 mgkg resv.+ 1,5 mg/kg bleomisin
intraperitonal olarak enjekte edildi. 48 .96 ,144,216 saat sonra farenin karni acilarak
50 ml normal tuzlu su ile iyice yikand: ve her hayvanda iki adet kanser hiicreleri
hazirlandi1. Hiicre proliferasyonu i¢in neubauer sayim kamerasi ile hiicre sayildi.
Biyokimya analizleri igin karacigerden inflamasyon, skorlama i¢in de bdbrek,

akciger ve karacigerden alinan kesitlerden inflamasyon skorlamasi yapildi.

Sonug olarak 25mg/kg resveratrol kanser hiicrelerine etki ettigi gorildi,yalniz
50 mg/kg resveratroliin daha fazla etki ettigini ayrica her iki fazda antioksidant ekiye

sahip olduklar kaydedildi.



SUMMARY

The present study was aimed to investigate the effect of Resveratrol on
Ehrlich ascites tumor cells and Bleomycin — induced pulmonary toxicity on lungs.
The investigation conducted on the cancer cell proliferation, mitotic index,
biochemical analysis including total oxidant status (TOS) and total antioxidant
capacity (TAC) and the histopathologic observation by scoring of inflammation in

the lungs, kidney and liver.

60 albino mice were divided into 5 equal groups (n=12) were injected with
2.5x10° Ehrlich ascites tumor cells. 24 hours after cell inoculation mice in group 1
received 0.3 ml normal saline. Group 2 received 1.5mg/kg bleomycin, group 3
received 25mg/kg resveratrol ,group 4 received 25mg/kg resveratrol+ Bleomycin,
group 5 received 50mg/kg+ Bleomycin. After 48, 96, 144 and 216 hours one mouse
from each group were sacrificed on 48 ,96 , 144 and 216 hours intervals. The
abdominal cavity of the mice was washed with with normal saline water. Three
slides from each mouse were prepaired for determination of mitotic index and the
total number of cell was counted using neubuer hemocytometer. The liver, lung and

kidneys were dissected for biochemical analysis and histopathological investigation.

Treatment with 25 mg/kg resveratrol can decrease the mitotic index
percentage ,on the other hand Bleomycin +Resveratrol can decrease the percentage

of mitotic index dramatically.



