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OZET

DMBA(7,12-Dimetilbenz[a]antrasen) ile Meme Kanseri Olusturulan
Ratlarda Medicago Sativa Oziitiiniin Kanserli Meme Dokusu Uzerinde

Koruyucu Etkinliginin Incelenmesi

Amag: Tirkiye’de ve diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii
meme kanseridir. Bu nedenle meme kanseri toplumda 6nemli bir saglik problemidir.
Bu calismada DMBA ile indiiklenen meme kanseri modelinde Medicago sativa
(Yonca) oziitiinlin  kanserli doku tizerine koruyucu etkinliginin incelenmesi

amagclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda ortalama agirhiklari 200-250 gram (Q)
arasindaki 28 adet Wistar Albino cinside disi sigan kullanildi. Siganlar random olarak
4 gruba aymrildi. Ik grup kontrol grubu, ikinci grup sadece Medicago sativa oziitii
verilen, tiglincii gruba sadece DMBA verilen ve dordiincii grup DMBA+Medicago
sativa Oziitii verilen grup olarak belirlendi. 10 hafta siiren ¢alisma sonrasinda siganlar
sakrifiye edilerek doku ve plazma numuneleri temin edilerek c¢alisildi. Plazma
numunelerinden Malondialdehit, total oksidan ve anti-oksidan diizeyleri caligildi.
Doku numunelerinden bcl-2, bax proteinleri ve immunohistokimyasal incelemeler

yapildi.

Bulgular: Calismamizdaki veriler DMBA ve DMBA+MS gruplar1 arasinda
MDA, TOS ve TAS diizeyleri agisindan anlamli farklar oldugunu gdstermistir. Serum
MDA diizeylerinde en yiiksek ortalamanin DMBA grubunda olustugu, DMBA
grubunda serum TOS diizeyleri en yliksek diizeyde goriiliirken, DMBA-+MS grubunda
DMBA grubuna kiyasla anlamli derecede daha diisiiktii. En yiiksek TAS ortalamasi



MS grubunda meydana gelirken, en diisiik ortalamanin DMBA grubunda olustugu
goriildii. Histolojik inceleme ve immunhistokimyasal boyamada DMBA grubunda
hiicresel diizeyde orta siddette fibrozis izlenmis olup, inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
meme hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler ve olagan duktal hiperplazi gelistigi
goriildii. DMBA+MS grubuna ait spesmenlerde ise sadece zayif orta siddette fibrozis
ve vaskiilarizasyon artisinin gelistigi goriildii. DMBA sonrasi uygulanan MS meme
hiicrelerini histopatolojik ag¢idan olumlu yonde etkiledigi izlendi. Bax ekspresyonu
DMBA grubunda hafif pozitif-negatif izlenirken; DMBA+MS grubunda Medicago
sativa’nin anti-apoptotik etkinligi nedeniyle yogun pozitif ekspresyon izlendi. Bcl-2
ekspresyonu DMBA grubunda orta yaygimlikta pozitif izlenirken; DMBA+MS
grubunun meme dokularinda genel olarak hafif diizeyde pozitif ekspresyonlar verdigi

goriildii.

Sonu¢: Bu aragtirmadan elde edilen bulgular, Medicago sativa’nin ratlarda
DMBA ile uyarilan meme tiimorii olusumuna karsi antikanser potansiyelini ortaya
cikardi. Medicago sativa, memede tiimoral hiicrelerin viabilitesini etkili bir sekilde
azaltt1 ve ayrica bu hiicrelerde ROS'u ve apoptotik hiicre 6liimiinii arttirdi. Genel
olarak bu sonuglar, WA si¢anlarinda DMBA ile olusturulan meme kanserine karsi

Medicago sativa’nin antioksidan ve antikanser roliiniin oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Medicago sativa, 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen, Meme kanseri
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ABSTRACT

Investigation of the Protective Effect of Medicago Sativa Extract on
Cancerous Breast Tissue in Rats with Breast Cancer Induced by DMBA (7,12-

Dimethylbenz[a]anthracene)

Aim: Breast cancer is the most common type of cancer among women both in
Turkey and worldwide, making it a significant public health issue. This study aims to
investigate the protective effect of Medicago sativa (Alfalfa) extract on cancerous

tissue in a breast cancer model induced by DMBA.

Materials and Methods: In our study, 28 female Wistar Albino rats, weighing
between 200-250 grams, were used. The rats were randomly divided into four groups.
The first group was the control group, the second group received only Medicago sativa
extract, the third group was given only DMBA, and the fourth group received both
DMBA and Medicago sativa extract. After a 10-week study period, the rats were
sacrificed, and tissue and plasma samples were collected for analysis. Plasma samples
were analyzed for Malondialdehyde, total oxidant, and antioxidant levels. Tissue

samples were examined for bcl-2, bax proteins, and immunohistochemical analysis.

Results: The data from our study showed significant differences in MDA, TOS,
and TAS levels between the DMBA and DMBA+MS groups. The highest mean serum
MDA levels were observed in the DMBA group, with the highest serum TOS levels
also seen in this group, while the DMBA+MS group had significantly lower levels
compared to the DMBA group. The highest TAS mean was observed in the MS group,
with the lowest mean in the DMBA group. Histological examination and



immunohistochemical staining showed moderate fibrosis at the cellular level in the
DMBA group, along with inflammatory cell infiltration, degenerative changes in
breast cells, and typical ductal hyperplasia. In the specimens from the DMBA+MS
group, only mild to moderate fibrosis and increased vascularization were observed.
MS applied after DMBA positively affected breast cells histopathologically. Bax
expression was slightly positive-negative in the DMBA group, while intense positive
expression was observed in the DMBA+MS group due to the anti-apoptotic effect of
Medicago sativa. Bcl-2 expression was moderately positive in the DMBA group, while
mild positive expressions were generally observed in the breast tissues of the
DMBA+MS group.

Conclusion: The findings from this study revealed the anticancer potential of
Medicago sativa against DMBA-induced breast tumor formation in rats. Medicago
sativa effectively reduced the viability of tumoral cells in the breast and also increased
ROS and apoptotic cell death in these cells. Overall, these results demonstrate the
antioxidant and anticancer role of Medicago sativa against DMBA-induced breast

cancer in Wistar rats.

Keywords: Medicago sativa, 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene, Breast cancer



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri (MK) son yillarda akciger kanserini geride birakarak tiim diinyada
en sik goriilen kanser tiirii haline gelmistir (1). Yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip
olmasindan dolay1 kadinlar ve iilkelerdeki saglik sistemleri i¢in 6nemli bir saglik
problemidir (2). Diinya saglik orgiitiiniin verilerine gére MK’ nin 2020 insidans1 2,26
milyon olarak hesaplanmis ve 2020 yilinda 685 bin 6liim ile kadin cinsiyette en sik
mortalite nedeni olmustur (3). Kanser nedenli oliimler arasinda MK 5. Sirada yer
almaktadir. Saglik tahminlerine gére MK insidansinin 2040 yilinda 3,19 milyona;
MK’ne bagli mortalitenin de 1.04 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir. MK insidansi
artmasina ragmen 1990’11 yillardan sonra MK’ne bagl 6liimlerde azalma oldugu
goriilmektedir (4). Bu durumun erken tan1 ve tedavi modalitelerinin gelistirilmesi,
kanser tarama programlarinin daha da yayginlagsmasi ve toplumda meme kanseri

bilincinin artmasina bagl oldugu diisiiniilebilir.

Kanser tiirlerinin tedavisi ile ilgili son yillarda cerrahi ve onkolojik prensipler
acisindan ciddi gelismeler goriilmektedir. Bu tedavilerin yaninda tibbi bitkilerin
kanser tedavisi ile ilgili etkileri de son yillarda ilgi ¢ekici bir konu olmustur. Bu
kapsamda yonca bitkisi (Medicago Sativa) (MS) cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmis ve farmakolojik etkileri yakin zamanda gozlenmistir (5). Son yillarda MS
bitkisinin anti-oksidan ve anti-neoplastik etkileri oldugunu bildiren g¢alismalar

mevcuttur (6,7).

Bu calismada, daha Once farkli dokularda anti-tiiméral ve anti-oksidatif etkisi
gosterilmis yonca yapraklarindan elde edilen MS ekstraktinin ratlarda DMBA(7,12-
Dimethylbenz(a)anthracene) ile olusturulan meme kanseri modeli {izerine koruyucu
etkisini aragtirmay1 planladik. Calismada oksidatif stres ve doku hasarini, TOS (Total
oksidan seviye) ve MDA (Malondialdehid) diizeyi ile anti-oksidatif etkiyi TAS (Total
anti-oksidan seviye) ile belirledik. Meme dokusunda hiicresel degisikliklerin
belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal ve patolojik boyamalar kullanildi. Ayrica
apoptotik ve anti-apoptotik aktivitenin gosterilmesi i¢in bax ve bcl-2 proteinleri
kullanildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Meme tarih 6ncesi donemlerde dahi dogurganlik ve bereket sembolii olarak
goriilmiis ve meme ile ilgili hastaliklar1 yakindan incelenmistir. Meme kanserini
basitce memede lobiilleri ve duktuslart kaplayan hiicrelerin kontrolsiiz biiytimesi ve
¢ogalmasi, viicudun diger bolgelerine bu hiicrelerin go¢ edip ¢ogalmaya devam etmesi
seklinde tanimlayabiliriz (8). ilk olarak Edwin Smith cerrahi papiriislerinde (MO
3000-2500) gosterilen meme kanseri o donemin imkanlart dogrultusunda tedavisi
olmayacak derecede kétii bir hastalik olarak tanimlanmustir (9). M.O. 1500°1ii y1llarda
yazildig1 diisiiniilen Misir papiriislerinde de koterizasyon ile tedavi edilmis 8 meme

kanseri olgusu tanimlanmistir (10).

Tibbin ve saghigin tanrisi olarak bilinen Yunan hekim Hipokrattes (M.O. 460-375)
da iyi huylu ve habis tiimorlerin ayrimini ilk kez yapmis ve ‘Carcinos ve carcinoma’
ifadelerini tanimlamistir. Ayrica kendi zamaninda meme hastaliklarindan bahsetmis
ve Corpus Hipocraticum isimli kitabinda menopoz sonrasi donemde olan bir meme
kanseri hastasinin tedavisini ve evrelemesini yazmistir. Hastaligin iki tarafli biiytidiigii
gozlendikten sonra seklinden dolay1 ‘Crab’ kelimesi kullanilmistir. Sonrasinda Romali
hekim Celcus tarafindan Latince’de yenge¢ anlamina gelen ‘Cancer’ kelimesinin

temelleri atilmistir (11).

M.S. 1. yy. da Iskenderiyeli hekim Leonides memedeki tiimorlerin cerrahi
yapilarak cikarilmasi ve koter yaklasimlarini detayli sekilde yazilarinda anlatarak
giiniimiizde uygulanan onkolojik cerrahi prensiplerinin temellerini atmistir (12). M.S.
200’de diger bir Yunanh hekim Galen ise meme tiimorlerinin kanda siyah safra
birikmesine bagli sistemik bir hastalik oldugunu belirtmis ve tiimorleri ‘Oncos’
kelimesi ile ele almistir. Bu da onkoloji kelimesinin temellerinin bu zamanlara

dayandigini bizlere gostermektedir (13).

Cerrahi uygulamalarda ilkel yaklagimlardan uzaklasilip modern cerrahiye gegisin
temelleri 16. yy. da Belgikali Andreas Vesalius’un insan viicudunun detayli anatomik

tanimlamast ile atilmistir. 18. yy. da Iskog hekim John Hunter MK nin sebebinin siyah



safra seklinde tariflenen lenfatik bir sivi oldugunu ilk kez tanimlamistir. Ayni
zamanlarda memede uygulanan bazi cerrahi uygulamalar tibbi kayitlarda bulunmustur.
Sonrasinda mikroskobun 19. yy. da bulunmasi ile Almanya’da Rudolf Virchow ilk kez
normal ve kanserli hiicreleri mikroskop altinda inceleyerek tanimlamistir. Diger bir
Alman bilim adam1 Miiller ile meme kanserinin yasayan hiicrelerden kaynaklandigini
ve lenfatikler aracilifiyla aksillaya yayildigint savunmus ve giiniimiiz karsinogenez

mekanizmasinin verilerinin temelini olusturmustur (14).

Cerrahi i¢in diger onemli bir adim da 19. yy. da Moore tarafindan atilmis olup,
Moore tiimorlii dokunun tamamen g¢ikarilmasi ve koltuk altindaki lenf nodlarinin
temizlenmesi gerektigini savunmustur (15). 19. yy. 1in sonlarina dogru Halsted radikal
mastektomiyi tanimlamis ve tiim diinyada kabul gorerek uygulanmaya baglanmistir.
Sonrasinda X 1sinlarimin bulunmasi modifiye radikal mastektomi i¢in zemin

hazirlamistir (16).

Tip alanindaki gelismelerle beraber meme cerrahisinde de biiyiik ilerlemeler

kaydedildi ve onkoplastik cerrahi ve yeni onkolojik tedaviler ortaya ¢cikmistir.
2.2. Meme Kanseri
2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada en sik goriilen kanser tiiriidiir. Tani ve tarama
yontemlerinin gelismesi, niifusun artmasi ve yash niifustaki artigla beraber insidansi
giin gectikge artmaktadir. Saglik tahminlerine gére MK insidansinin 2040 yilinda 3,19

milyona; MK’ ne bagli mortalitenin de 1.04 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir.

Diinya genelinde oldugu gibi lilkemizde de kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii
olan meme kanseri insidanst yiiz binde 40 olup her y1l yaklasik 15 bin kadin MK tanis1
almaktadir. Ulkemizde kadinlarda mortaliteye en sik neden olan kanser meme
kanseridir. Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gére her y1l gériillen MK olgularinin

yaklasik %5°1 6liim ile sonlanmaktadir (17).
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Sekil 2. Tiirkiye’de Kadin Cinsiyette Kanser Insidans1 (4)



Total 2 296 840
Yuzde %238

Meme
2 296 8AD(%23 8)

Akciger

908 630(%94)

Kolorektal
Korpus Uten 856 979(%8.9)
420 368(%A4 3)

Sernks
Thoid 662 301(%6.9)
614 729(%6.4)

Total : 9 664 889

Sekil 3. Diinyada Kadin Cinsiyette Kanser Insidans1 (4)

Gelismis iilkelerde tarama programlari ile erken tani alan ve tedavi edilen MK’li
hastalarda 5 yillik survey %90-95’lerdedir (18). Tarama yontemleri ile hastalarin
yaklasik %60-65’ine erken donemde meme kanseri tanist konabilmektedir. Bu da
meme kanserinin sik goriilen kanser tipleri arasinda en iyi prognoza sahip olmasini
saglamaktadir (19). Fakat bu durum kanserle yasam omriiniin uzun olmasina neden
olmaktadir. Bu noktada taramayla erken tani alip tedavi edilen hastalarin hastalik
lokalize donemdeyken tespit edilip tedavi ile kontrol altina alinarak ilerleyen siirecte

bireyin yasam kalitesinin yiikseltilmesi amaglanmalidir (20).
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Sekil 4. Tiirkiye’de Kadinlarda Mortalite insidans: (4)

2.2.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Kadin cinsiyet en 6nemli
risk faktoriidiir. Bunun disinda artmig Ostrojen maruziyeti ve bu artmis maruziyetin
nedenleri arasinda olan erken menars, ilk gebeligin ge¢ yasta olmasi, dogum yapmamais
ve emzirmemis olmak ile ge¢ menapoz gibi faktorler de MK riskini arttirmaktadir (21).
Kontrasepsiyon ya da hormon replasman tedavisi amaciyla 10 yildan uzun siire
Ostrojen kullaniminin da riski arttirdigi bilinmektedir (22). Meme kanserinin
gelismesinde hormonlar ¢ok 6nemli bir faktor olarak 6ne ¢ikmaktadirlar. Ozellikle
dstrojenin en Onemli risk faktdrii oldugu bilinmektedir (23). Ostrojenin en ¢ok
salgilandig1 yer overlerin graniiloza hiicreleri olup daha az olarak adrenal bez ve
plasentadan da salgilanmaktadir. Dogal 6strojenler B-ostradiol (E2), 6stron (E1) ve
Ostriolden (E3) olup en ¢ok salgilanan B-Ostradiol (E2), en az salgilanan ise dstrondur.
Ostriol ise dstradiol ve dstronun karacigerdeki oksidasyonu ile meydana gelen bir
tirtindiir. Fakat gebelik doneminde plansentadan bol miktarda salgilanir. B-0stradioliin,

Ostronun 12, dstrioliin ise 80 kat1 bir etkiye sahiptir. Meme dokusu iizerinde en aktif



olan ise B-Ostradioldiir. Hormonlar dokular iizerindeki etkilerini hiicresel diizeyde
reseptor-hormon bileskesi kurarak gostermektedir. Meme ve uterus Ostrojen

reseptorlerine sahip olmalarindan dolay1 strojenin etkilerine agik durumdadir (24-26).

Kadin cinsiyetle beraber yas da 6énemli risk faktorleri arasindadir. Yapilan bir
calismada 0-49 yas arasinda %2 olan MK riski 70 yasindan sonra %6,7 olarak
bildirilmistir (27). Bunlarin yaninda sigara, alkol, 0strojen maruziyetini arttirmasi
nedeniyle obezite ve yaglh beslenme de risk faktorleri arasindadir. Obez kisilerde her
birim viicut kitle indeksi artis1 kanser riskini %2 oraninda arttirmaktadir. Cevresel
faktorlerden radyasyon maruziyetinin MK riskini arttirdig1 bilinmektedir. Kesin olarak
kanitlanmamis olsa da deodorant kullaniminin MK riskini arttirabilecegini bildirien

caligmalar mevcuttur (28).

Ailede MK 6ykiisii olan kadinlarda riskin arttigi bilinmektedir. Birinci derece
akrabasinda MK hikayesi bulunanlarda risk %80 artmisken, 2 akrabasinda MK
hikayesi olmasi riski 3 kat, 3 veya daha fazla akrabada olmasi riski 4 kat arttirmaktadir
(29). Genetik faktorlerden en énemlisi BRCA-1 ve BRCA-2 mutasyonlar1 olup bu
mutasyonlarin varliginda hayat boyu MK riski %80-85 olup bu kadinlar ¢ok yiiksek
risk altindadir (30).

2.2.3. Memenin Embriyolojisi

Meme dokusunun gelisiminde ilk olarak fetal hayatin 5-6. Haftasinda ektoderm
kokenli bir kabart1 seklinde aksilladan inguinal bdlgeye kadar bir siit ¢izgisi seklinde
belirginlesmeye baslar. 9. Haftada siit ¢izgisi atrofiye ugrar ve geriye sadece pektoral
bolgede meme kabartis1 kalir. Bu kabartt bazal hiicre kaynakli meme basi

tomurcugunun olusumu ile sonuglanir (31).

[lk trimesterda yass1 epitel hiicreler meme bas1 tomurcuguna go¢ edip duktuslar:
ve lobiiler tomurcuklarin olusumu igin farklilasir. Mezenkimal hiicreler ise meme basi
ve areolanin diiz kas hiicrelerini olusturacak sekilde farklilagir. Gebeligin son
trimesterinde epitelyal tomurcuk biiyiiyerek son haftalarda maternal ve plasental

hormonlara kars1 duyarlilik kazanarak sekretuar aktivite kazanirlar.
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Dogumdan sonraki 1. aya kadar kiz ve erkekte meme dokusunda biiyiime
izlenirken sonrasinda anne ve plasenta kaynakli hormonlar ve prolaktin etkisinin
azalmasina bagli sekretuar aktivite sonlanmakta ve biiyltime gerilemektedir. Puberteye

kadar alveolar diferansiyasyon gézlenmez ve laktiferoz duktuslarin olusumu izlenir
(32).

2.2.4. Memenin Anatomisi ve Histolojisi

Meme dokusu anatomik olarak 2. kosta ile 6. kosta arasinda lateral tarafta 6n-orta
aksiller ¢izgi ile medialde sternum arasinda yer alan yiliksek derecede Ozellesmis
bezlerdir (33). Eriskin bir kadinda meme agirlig1 ortalama 150-200 gr olup laktasyonda
bu agirlik 4 katina ¢ikabilmektedir.

Sekil 5. Memenin Anatomisi ve Lobiiler Yapisi (33)

Memede siit salgilayan yapilar asiniisler olup tek kath, kiiboidal epitelle
doselidirler. Asiniislar bir kanala sahiptirler ve kanallar birleserek lobiillerin, onlarda
loblarin duktuslarini olusturmaktadir. Yaklasik 20-40 lobiil birleserel lobu olusturur.

Her lob meme basina laktifer duktus ile ayr1 ayri agilmaktadir. Memenin patolojik
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lezyonlar en sik terminal lobiiler {initlerden kaynaklanmaktir ve bu yapilar lobiillerde

bulunmaktadir (33).

Memenin santralinde meme basi ve areola kompleksi yer almakta olup meme
basindan gecen cizgilerle meme {ist dis, st i¢, alt dis ve alt i¢ olmak {izere 4 kadrana
ayrilmistir. Ust dis kadran daha fazla meme dokusu igermesinden dolay1 benign ve

malign lezyonlarin en fazla goriildiigii kadrandir (34,35).

Meme dokusu zengin bir sinir ve damar agina sahiptir. Memenin interkostal,
vertebral venler ve azigos sistemi ile olan iligkisinden dolayr meme kanserinde kemik
sinir sistemi ve akciger metastazlar1 sik goriilmektedir (36). Memenin lenfatik
drenajinin biiyiik bir boliimii aksiller lenf nodlarina olurken az bir kismi internal
mamarian ve interkostal lenf nodlarina bosalmaktadir. Meme kanserinde metastazlarin

biiyiik kisminin lenfatik yolla oldugu bildirilmistir (35).

2.2.5. Memenin Fizyolojisi

Meme gelisiminde, siit salgisinda, emzirmede ve meme hastaliklarinda birgok
hormon ve biiylime faktoriiniin etkisi vardir. Bunlarin baslicalart; Ostrojen,
progesteron, prolaktin, oksitosin, hiiman plasental laktojen(hPL), androjenler, growth
hormon (GH), epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme edici biiylime faktorii- o
(TGF-a), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF)’diir.
Bu hormonlar ve biiylime faktorleri etkilerini hipotalamus, hipofiz, plasenta ve

overlerin ndrohumoral kontroliinde gerceklestirmektedir.

Ostrojenin meme epiteli iizerine proliferatif etkisi vardir. Duktal epitelizasyonun
gelisiminde gorev alirken ayni zamanda ya§ depolama ve meme stromasinin

gelisiminden de sorumlu oldugu bilinmektedir (37).

Progesteronun meme dokusuna direk bir etkisi yokken indirekt olarak Ostrojen
reseptOr sentezini uyardigi bilinmektedir. Progesteron daha c¢ok lobiil ve asinuslarin
gelisiminden sorumludur. Ayrica laktasyonu inhibe etmektedir. Memede progesteron

reseptorleri dstrojenin kontrolii altindadir.
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Prolaktin 6n hipofizden salgilanan bir hormon olup memede kendi reseptorlerine
baglanarak etki gosterir. Ozellikle laktasyon déneminde meme dokusunun
bliylimesinde ve gelismesinde etki gosterir. Progesteron ile beraber lobiil ve

asinuslarin gelisiminde gorev alir ve memede siit sentezi ve sekresyonunu saglar (38).

Oksitosin hipotalamustan sentezlenir ve dogum esnasinda uterusun kasilmasinda
etkilidir. Ayrica memede alveolleri ¢evreleyen miyoepitelyal hiicrelerde kasilmay1
saglayarak siitiin ejeksiyonunu saglar. Yenidoganin meme basini emmesi ile oksitosin

salinimi uyarilir (39).

Menstriiel sikliis donemindeki hormonal degisiklikler memenin yapisini
etkilemektedir. Folikiil Stimiilan Hormon (FSH) diizeyindeki artig 6strojen diizeyinde
de artisa neden olup, bu artis FSH iizerinde negatif geri bildirim olustururken
Luteinizan Hormon (LH)’a uyarici etki yaratarak pik seviyelere ulasmasini ve luteal

fazin olusmasini saglar (40).

2.2.6. Sicanlarda Meme Anatomisi ve Histolojisi

Siganlar ve insan meme anatomisi farkliliklar igerir. Disi siganlarda viicudun her
iki yaninda simetrik sekilde duran 6 ¢ift toplamda 12 meme bulunmaktadir. Bezlerin
yarist torasik yarist inguinal yerlesimlidir (41). Anatomik farkliliklara ragmen
histolojik olarak insan ve sigan memesi benzerlik gdstermektedir. Sicanlarda da

loblarda yerlesmis sekretuar aktivite gosteren alveol yapilar1 ve duktuslar mevcuttur.
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Torasik yerlesimli memeler

Inguinal yerlesimli memeler

Sekil 6. Disi Sicanlarda Meme Bezlerinin Anatomik Yerlesimi (26)

15



3. KANSER VE KARSINOGENEZ SURECI

Kanser, hiicrede DNA hasar1 sonrasi hiicrede kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalmasi
sonucunda olusan bir siiregtir. DNA organizmanin hiicresel diizeyde yasamsal
fonksiyonlarmin diizenlenebilmesi i¢in temel yapi tasidir. DNA hasarlanmasi ile
sonucu hiicre gelisen hasar1 tamir edebilir veya apoptozise gider (42). Kanser hiicreleri
ise bu iki yolu tercih etmeyip biiylime sinyallerine ihtiya¢ duymadan otonomi
kazanirlar. Ayrica hiperplaziye engel olan sinyallere duyarsizlagir ve sinirsiz
cogalabilme yetenegi kazanirlar. Biitiin bunlarin yaninda anjiogenez, ¢evre dokulara
invazyon ve hematojen yolla veya lenfatikler araciligiyla metastaz yapma yetenegi

kazanirlar (43-46).

"";
RO
= OWAY:

Sekil 7. Karsinogenez Basamaklari (45)

3.1. Karsinogenez Siirecine Etki Eden Faktorler
3.1.1. Serbest Radikaller ve Etkileyen Faktorler

Serbest radikaller yapilarindaki elektronlar1 ¢ift halinde baglanmamis diger
molekiillerle elektron aligverisi yapan ve oksidasyona neden olabilecek reaktif

molekiillerdir (47). Oksijen de bag yapmamis ¢ift elektron igerir ancak yoriingeleri
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benzer yonde oldugu icin toksisiteye sahip olmayan bir maddedir. Okside etme
potansiyeli bu nedenle ¢ok diisiiktiir ancak yok sayilamaz. Bunun nedeni ise oksijenin
ylksek yogunlukta oldugu yerlerde reaktif oksijen molekiillerine doniisebilmesidir. Bu
molekiiller siiperoksit radikali (O2-), hidroksil iyonu ('OH), hidrojen peroksit (H202)
molekiilii, peroksil radikali (ROO.), hipokloréz asit (HOCI) ve singlet oksijen
(102)dir. Bu molekiillerden singlet oksijen ve hidrojen peroksit eslesmemis elektron

icermediginden serbest radikal degillerdir amca reaktiviteleri oksijenden yiiksektir
(48).

Viicutta reaksiyonlarla olusan ya da disardan alinan bu radikaller (49) viicudun
savunma mekanizmasinda gorev alsalar da oksidadif reaksiyonlarla protein, yag,
karbonhidrat ve DNA molekiillerinde hasara neden olabilecegi i¢in organizma i¢in
zararl olabilmektedir. Bu sebeple viicutta oksidan ve anti-oksidan sistemler bir denge
halinde ilerlemektedir. Dengenin oksidadif stres lehine bozulmasi protein ve lipid
peroksidasyonu ve hiicre membran hasarina neden olabilmektedir. Ayrica DNA’daki
hasar ve onkojen molekiillerin aktivasyonu hiicre bdliinmesi ve ¢cogalmasinda hasara
neden olarak kontrolsiiz biiylime ve cogalmaya neden olarak kanser olusumunda

onemli bir rol almaktadir (47).

Hiicrelerde bahsettigimiz hasarin meydana gelmesinde en etkili ROS’un hidroksil
iyonu ¢alismalarla gosterilmistir (50,51). Ayrica artan radikal diizeyinin karsinogenez
stirecini belirgin diizeyde hizlandirdig1 da ¢alismalarda belirtilmistir (52). Hiicrede bu
durumdan baglica etkilenen mitokondri olup hem DNA hem de RNA
transkripsiyonunda ve diger tiim organel fonksiyonlarinda hasara neden

olabilmektedir (53,54).
3.2. Lipid Peroksidasyonu ile Ilgili Parametre
3.2.1. Malondialdehit (MDA)

ROS’lar hiicrenin membranina yerlesmis kolesterol ve doymamis yag asitleriyle
cesitli reaksiyonlara girerler. Bunun sonucunda peroksiteler, malondialdehit (MDA)
gibi cesitli peroksidasyon metabolitleri olustururlar. Bu reaksiyonlar doymamis yag

asitlerinin oksidatif yikimidir. Bu sekilde meydana gelen hiicre zarindaki hasar
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irreversibldir (55). Bu reaksiyonlarla olusan molekiiller lipid radikali 6zelligindedir

(56,57).

Bu reaksiyonun son iiriinii olan MDA hiicresel diizeyde lipid peroksidasyonunu
gostermede sik kullanilan bir molekiildiir. MDA molekiilii hiicre zarindan diflizyonla
rahatga gecebilmekte ve hiicre zarinda MDA artis1 sonucunda toksik ve karsinojenik

etkilere neden olabilmektedir (58,59).

Oksidatif hasarin bir sonucu olarak olusan MDA’nin mutasyon yapma etkisi
DNA’nin oOzellikle de nitrojen yapidaki bazlarla reaksiyona girmesiyle
gerceklestirmektedir. DNA yakinindaki alanlarda tiretilen hidroksil molekiiliiniin
DNA’daki baz1 bazlarda oksidatif stres yaratarak harabiyete neden olabilmektedir. Ek
olarak bazi gen mutasyonlarina sebep olup transkripsiyonel degisiklikler yaratarak
hiicrenin normal isleyisine zarar verebilmektedir. Tiim bunlarin diginda hidroksil
molekiiliinin DNA ile girdigi reaksiyonlar sonucunda kimyasal karsinogenez
meydana gelir ve ¢ok basamakli karsinogenez siirecinde ROS’un etkisini belirten

bulgulara goriiliir (60,61).

MDA, olgiilebilen bir iiriindiir. Oksidatif streste CAT ve SOD enzimlerinin
yetersiz kaldigr durumlarda SOR’un etkilerini hiicre membraninda ve organel
diizeyinde lipid peroksidasyonunu ile gostermektedir. MDA, oksidatif stresin spesifik
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (62). Meme kanseri tanis1 almis kadinlarda

plazmada MDA diizeylerinin yiiksek oldugunu belirten ¢aligmalar mevcuttur (63).

3.2.2. Antioksidanlar ve Etkileyen Faktorler

Hiicre hasarmin onlenmesinde viicudumuzdaki ROS diizeylerinin belirli
degerlerde tutulmasi biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu degerlerin metabolik dengenin
bozulmasina neden olabilecek diizeyde artmasi ile anti-oksidan savunma sistemlerinin
devreye girmesine neden olmaktadir. Bu molekiiller devreye girdi zaman organizmada
enzimatik veya enzimatik olmayan molekiillerin etkisiyle bircok sekilde ROS

seviyesinde azalmayi saglamaktadir (64,65).

18



Bu antioksidan sistemde enzimatik goérev yapan molekiillerin en Onemlileri
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-R),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-s-transferaz (GST) ve hidroperoksidazdir.

Bunlar metabolizmadaki ROS’larin notrlenmesinde oncelikli olarak sorumludur.

Enzim vasfinda olmayan anti-oksidatif molekiiller ise metabolik yolla (endojen
olarak) ya da disaridan besinlerle alinabilenler olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Viicudumuzdaki anti-oksidan molekiiller transferrin, bilirubin, melatonin, lipoik asit,
glutatyon-L-arjinin, koenzim Q-10, metal baglayici proteinler olarak
orneklendirilebilir. Viicutta iiretilmeyen ve disaridan aldiklarimiz ise A, E ve C
vitaminleri, ¢inko, selenyum ve mangan gibi elementler, omega 3-6 yag asitleri,

flavonoidler ve baz1 fenolik molekiillerdir.

Hem endojen hem de eksojen yolla alinan bu anti-oksidan molekiiller viicutta
oksidan maddelerin aratti1 oksidatif stresi onleyerek kanser de dahil olmak iizere

bir¢ok hastaligin engellenmesinde etkili olabilmektedir (66).

3.3. Meme Kanserini Onlemede Fitoterapinin Yeri ve Polifenol Bilesikler

Nutra-sotik terimi ilk olarak Stephen DeFelice tarafindan 1989 yilinda beslenme
ve ilag kelimelerinin bir araya gelmesiyle kullanilmigtir. Literatiire girmesinden sonra
meme kanserinin 6nlenmesinde ve koruyucu etkinligi kapsaminda bir¢ok bitkisel gida
irlinii ¢alismalarda kullanilmis ve sonug olarak da hem kanseri dnlemede hem de kiir

sonrasinda niikslerin 6nlenmesinde etkili olduklar1 gosterilmistir (67,68).

Lignanlar, kumarinler, askorbik asit, flavonoidler, fitodstrojen ve steroller
fitoterapdtik olarak kullanilabilen 6nemli ajanlardir. Gerek diyetle aldigimiz gerekse
diyetle almadigimiz bu molekiiller bulunan biyoaktif fitokimyasal maddelerin
oksidatif ~ stresi  Onleyerek, inflamasyonu baskilayarak, apoptozis ve
neovaskiilarizasyon ile hiicrede 6nemli sinyal yolaklarinin modiile ederek meme
karsinogenezinde tiimoral hiicreleri in-vitro olarak ortadan kaldirdig1 ve kanser
gelisimini Onledigi, ayrica da in-vivo calismalarda tiimor biiylimesini engelledigi

calismalarda gosterilmistir (69).
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Yaygin olarak bulunan flavonoidlerin temel kimyasal yapisi ve bashca besin

Flavonoid Alt I_=_Iavonoid Besin
Grubu Ornekleri Kaynadn

Flavanoller
EGCG, Cikolata, fasulye, cay,
" Epigallokatekin, kirmizi garap, elma,
" Katekin, Epikatekin Kiraz, kayisi
oH
Flavonlar

H Luteclin, Apigenin, Kapya biber, kekik,
Krisin kereviz, maydanoz

o4 o

Flavanonlar

. Maringenin, Portakal, greyfurt
Hesperidin,
Enodikticol

oW O

Flavonoller
Sodan, elma, kiraz,

Kuersetin, Mirisetin, brokoli, domates,
i Kaempferol, Rutin meyveler, cay, kirmiz
o sarap, pirasa

oH O

izoflavonoidler

H Genistein, Daidzein  Soya fasulyesi,
baklagiller

Antosivanidinler

H Pelargonidin, Rawvent, kiraz, gilek,
3 Siyanidin, Malvidin  kirmiz sarap
H

oH

Sekil 8. Flavonoid Grubu Uyeleri (69)

3.4. DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) maligniteye neden olabilecek
molekiiller oldugu ilk olarak 1921 yilinda gosterilmistir. Sonrasinda da 6zellikle bu

molekiillerin karsinogenezin baslangicinda etkisi oldugu gosterilmistir (70).

PAH’lar birgok doku ve hayvan tiirtinde maligniteye neden olabilmektedir. Bunu
immun sistem hasar1 yaratarak immun baskilanma ve immunotoksik etki yaparak ve

serbest radikaller olusturarak yaparlar (71).

7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) (Sekil 3) bu gruptaki 6nemli bir kanserojen

molekiildiir. Birgok deneysel meme ve cilt kanseri modelinde kanser yaratmak
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amaciyla kullanilmistir. Etkisi indirekt olmakta ve bu etki sitokrom p450 enzimiyle
metabolize edilerek diol epoksit ve hiicre hasarina neden olan reaktif oksijen

radikallerine doniisiimeyle meydana gelmektedir (73).

Bu maddeler etkilerini ¢esitli oksijen radikalleri yoluyla DNA’nin yapisi bozmak

ve lipit peroksidasyonuna neden olarak gosterirler (74).

Sekil 9. DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen) (72)
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4. MATERYAL ve METOD

4.1. Etik Kurul Onami ve Proje Desteginin Alinmasi

Calismamizdaki hayvan deneyleri i¢in Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul Baskanligi'mn (DUHADEK) 25/05/2023 tarihli toplantisinda
kararlastirilan 2023/13 protokol numarasi ile izin alinmistir. Calismanin finans destegi
Dicle  Universitesi  Dicle  Universitesi ~ Bilimsel — Arastrma  Projeleri
Koordinatérliigii'nce (DUBAP), TIP.24.007 proje numarasi ile saglanmustir.
Calismanin  deneysel boliimii Dicle Universitesi Sabahattin  Payzin  Arastirma

Merkezi’nden (DUSAM) temin edilen siganlar iizerinde gergeklestirilmistir.

Calismanin histolojik olarak doku takip ve analizleri Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Arastirma Laboratuvarinda; biyokimyasal analizleri
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.
4.2. Meme Kanserinin Olusturulmasi ve Kimyasalinin Temini

Laboratuvar ortaminda kanser olusturmak i¢in genellikle iki kimyasal kullanilir.
Bunlardan biri 7,12-dimetilbenza-antrasen (DMBA) iken, digeri N-nitrozo-N-metiliire
(NMU)’dur. DMBA sentetik bir polisiklik aromatik hidrokarbon olup, meme bezinin
destekleyici stromasi gibi yag acisindan zengin dokularda birikir (75). DMBA’nin hem
karsinojenik hem de immunsiipresor (bagisiklik baskilayici) 6zellikleri olup, yapilan
caligmalarda meme kanserini basarili sekilde indiikledigi gosterilmistir (76,77).

Calismamiz bizde bu kimyasallardan DMBA’y1 kullanmay1 tercih ettik.

DMBA genellikle ya tek doz ya da tekrarlanan dozlarda intravendz (i.v.),
intraperitonal (i.p.) ve gavaj yardimiyla oral yollarla verilebilir. Yapilan ¢aligmalarda
DMBA uygulamasindan yaklagik 50-140 giin sonra tiimoriin gelistigi gozlenmistir
(78,79).

Calismamizda meme kanseri olusturmak igin Sigma-Aldrich (Germany)
firmasindan temin edilen DMBA kullanildi. Giilbah¢ce Mutlu ve ark. ¢alismalarinda
kullandig1 model baz alinarak 80 mg/kg dozunda tek doz olarak i.p. uygulandi (80).
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Resim 1. DMBA’mn intraperitoneal Uygulanmasi

4.3. Medicago Sativa Oziitiiniin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Calismaya baslamadan 6nce dogadan toplanan Medicago sativa bitkisi Diyarbakir
Tarrm Meslek Yiiksekokulu, Organik Tarrm Béliimii hocast Prof. Dr. Ozlem
TONCER e teyit ettirilerek dogrulugu onaylandi. Medicago sativa bitkisi dziitlerinin
hazirlanmasi igin Irtem Kartal ve ark. kullanmis olduklar1 yontem kullanildi (81).

Yaklagik 2 kg agirliginda Medicago sativa bitkisi yapraklar1 direk olarak giin
1s181inda tutulmadan kurutularak toz formuna getirildi. Sonrasinda hassas terazi
yardimiyla tartilarak her 5 gr. Medicago sativa bitkisi tozu i¢in 100 cc absolut alkol
(%100 Ethanol, Merck, Germany) eklendi. Manyetik karistiric1 tizerinde karigim 12
saat karistirildiktan sonra 12 saat dinlendirildi (Resim 1). Mevcut islem ayn1 sekilde 3
kez tekrarlanarak {ist kistmdaki siv1 balon joje icerisinde biriktirildi (81,82) (Resim 2).

Son olarak toplanan Medicago sativa Oziitii+Ethanol karisimi Dicle Universitesi
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Eczacilik Fakiiltesi Farmakognazi Arastirma laboratuvarinda rotari evaporatdr cihazi
(katalog no: HEID_31011, Heidolph, Schwabach, Germany) ile Ethanol
uzaklastirilarak sadece Medicago sativa 6ziitii elde edildi (Resim 3). Elde edilen
Medicago sativa 0ziitii giinliik 250 mg/kg/doz ile 10 hafta boyunca gavaj yardimiyla
oral olarak uygulandi (83,84).

AN

Resim 2. Medicago sativa bitki tozunun manyetik karistirici icerisinde

karistirilmasi.
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Resim 3. Medicago sativa bitki oziitiiniin iistte kalan alkol+o6ziit kisminin

balon joje icerisinde toplanmasi.

Resim 4. Medicago sativa tozlarinin alkolik oziitiiniin rotari evaporator ile

ayristirllmasi.
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4.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda ortalama agirliklart 200-250 gram (g) arasindaki 28 adet Wistar
Albino cinsinde disi sican kullanildi. Si¢anlar ¢alisma siiresince rahatga hareket
edebilecekleri kafeslerde barindirilip, yem ve su kisitlamasi yapilmaksizin ad libitum
olarak beslendi. Siganlarin oda sicakliklart (2243 °C) olarak, 12 saat aydinlik/karanlik
periyodunda barindirilacak sekilde belirlendi. Siganlarin giinliik fiziki goriintiileri ve
davranigsal farkliliklar1 her giin gézlemlendi ve kayit altina alindi. Siganlar tek tek
tartilarak agirliklarina uygun olarak ilag doz hesaplamalar1 yapildi ve hesaplanan

dozlar uygulandi.

Hazirlanan Medicago sativa oziitleri giinliik 250 mg/kg doz ile gavaj yardimiyla
oral olarak verilirken (82,83), DMBA ise 80 mg/kg dozunda tek doz olarak i.p.
uygulandi (80). 10 haftanin sonunda makroskopik olarak timdriin gelismedigi tespit
edildi. DMBA alan gruplarin meme dokular rastgele alinarak mikroskobik olarak

incelendi.

Deneysel asamada hayvanlar etik degerlere bagl kalip gerekli protokollere
uyularak ¢aligmaya baslamadan 6nce biitiin sicanlara 90 mg/kg Ketamin hidrokloriir
(Ketalar; Prizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg Xylazine (Rompun; Bayer, Istanbul,
Tiirkiye) 1.p. uygulanarak genel anestezi saglandi. Sedasyon kontrolii cilt veya parmak

kistirma hareketine bakilarak diizenli araliklarla yapilda.

Grup 1 (n=7): Kontrol/Sham grubu, bu gruptaki ratlara serum fizyolojik 1 cc
gavaj yardimiyla oral verildi. 10. haftanin sonunda kalpten ekzanguinasyon ile kan
aliip hayvanlar sakrifiye edildi. Kanlar santrifiij edilip, serum kismina ayrildiktan
sonra —80 °C’ de saklandi. Uygun kit temini yapildiktan sonra, degerlendirilmesi i¢in
biyokimya laboratuvarina gonderildi. Random alinan meme dokulart ise %10’luk
formaldehit soliisyonuna alindiktan sonra, histopatolojik ve immunohistokimyasal

incelemeler i¢in Histoloji/Embriyoloji laboratuvarina gonderildi.

Grup 2 (n=7): DMBA ile meme kanseri olusturulan gruptaki siganlara, 80 mg/kg
dozunda DMBA tek doz olarak i.p. verildi ve 10 hafta sonra hayvanlar ekzanguinasyon

ile sakrifiye edildi. Kanlar santrifiij edilip, serum kismina ayrildiktan sonra — 80 °C’de
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saklandi. Uygun kit temini yapildiktan sonra, degerlendirilmesi ic¢in biyokimya
laboratuvarina gonderildi. Random alinan meme dokulart ise %10’luk formaldehit
soliisyonuna alinarak, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin

Histoloji/Embriyoloji laboratuvarina gonderildi.

Grup 3 (n=7): MS grubu, Medicago sativa oziitleri giinliik 250 mg/kg doz ile
gavaj yardimiyla oral olarak uygulandi. 10. haftanin sonunda kalpten ekzanguinasyon
ile kan almip hayvanlar sakrifiye edildi. Kanlar santrifiij edilip, serum kismina
ayrildiktan sonra — 80°C’de saklandi. Uygun kit temini yapildiktan sonra,
degerlendirilmesi i¢in biyokimya laboratuvarina gonderildi. Random alinan meme
dokular1 ise %10’luk formaldehit soliisyonuna alindiktan sonra, histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in  Histoloji/Embriyoloji  laboratuvarina

gonderildi.

Grup 4 (n=7): DMBA+ MS grubunda ise, DMBA 80 mg/kg dozunda tek doz
olarak i.p. uygulandiktan 24 saat sonra Medicago sativa 250 mg/kg doz ile oral yolla
verilmeye baslandi. 10. haftanin sonunda kalpten ekzanguinasyon ile kan alinip
hayvanlar sakrifiye edildi. Kanlar santrifiij edilip, serum kismina ayrildiktan sonra —
80 °C’de saklandi. Uygun kit temini yapildiktan sonra, degerlendirilmesi i¢in
biyokimya laboratuvarina gonderildi. Random alinan meme dokular1 ise %10’luk
formaldehit soliisyonuna alindiktan sonra, histopatolojik ve immunohistokimyasal

incelemeler i¢in Histoloji/Embriyoloji laboratuvarima gonderildi.
4.5. Biyokimyasal Analizler

Sicanlardan elde edilen kanlar EDTA’1 tiiplere aktarilarak 3000 rpm hizda 10
dakika (dk) santrifiij edildi. Elde edilen serum kisimlari iki ependorf tiipiine alindi.
Tiiplerden birinden Toplam Antioksidan Statiisii (TAS) ve Toplam Oksidan Statiisii
(TOS) diizeylerine bakilirken, ikinci ependorf tiipiinden ise Malondialdehit (MDA)
diizeylerine bakildi. Biyokimyasal incelemelerin tamami Dicle Universitesi Tip

Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda yapildi.
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4.6. Malondialdehit (MDA) Analizi

Hiicre membranindaki lipitlerin peroksidasyonunun son {irtini olan MDA
seviyesini belirlemek i¢in kullanilan bu yontemde MDA ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile girdigi reaksiyon baz alinmaktadir. Bu yontemde temel mekanizma, pH’s1 3,4 olan
oksijenize bir alanda numunenin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95 °C’de inkiibasyonu
sonucunda meydana gelen iiriin renginin 532 mn’de Ol¢lilmesidir. Olusan renkli
kompleks, lipid peroksidin sekonder iirlinii olan malondialdehite (MDA) aittir. Serum
orneklerinden Malondialdehit (MDA) analizi igin Bioassay Technology Laboratory
(Shanghai, Cin) firmasindan temin edilen rat uyumlu ELISA kitler (Cat.No: E0156Ra)

kullanilarak 6l¢iim yapilmis ve sonuglar nmol/ml olarak verilmistir (85,86).
4.7. Total Antioksidan Statiisii (TAS) Analizi

Bu yontemde temel olarak serbest radikaller karsisinda canli hiicrenin meydana
getirdigi anti-oksidan marj dl¢tliir. Calismamizda biitiin gruplarda yer alan ratlardan
elde edilen vendz kan 6rnekleri EDTA’11 tiiplere alinarak, 3000/dak devirde 10 dakika
boyunca +4°C’de santrifiijlendi. Ayristirilan plazma numuneleri daha sonra ¢alisilmak
tizere -80°C’de bekletildi. Calisma Oncesinde hem kitlerin hem de serum
numunelerinin oda sicakligina gelmesi beklenerek calismaya hazir hale getirildi.
Serum ornekleri ve kitler de ¢aligma Oncesi oda sicakligina gelene kadar bekletildi.
Alinan numunelerin TAS miktarlar1 Rell Assay Diagnostics (Gaziantep, Tiirkiye)
kitiyle, pmol Trolox Equivalent/L (umol/L 6l¢ii birimi kullanilarak ve okuma cihazi
olarakta biyokimyasal oto-analizér (AU5800; Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, ABD)
spektrofotometrik olarak kaydedildi. Olciimler Erel yontemi kullanilarak
gerceklestirildi (87).

4.8. Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Calismamizda biitiin gruplarda yer alan ratlardan elde edilen kan Ornekleri
EDTA’L tiiplere konularak, 3000/dak devirde +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ayristirilan plazma numuneleri daha sonra calisilmak iizere -80°C’de bekletildi.
Calisma oncesinde hem kitlerin hem de serum numunelerinin oda sicakligina gelmesi

beklenerek ¢alismaya hazir hale getirildi. Elde edilen serum numunelerinde TOS
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Olciimii Rel Assay Diagnostic (Gaziantep, Tiirkiye) kitiyle yapildi. TOS un 6l¢ii birimi
umol H202 Equivalent /L olarak belirlendi ve okuma cihazi olarak biyokimyasal oto-
analizor (AU5800; Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, ABD) cihaz kullanildi. Olgiimler
Erel tarafindan gelistirilen yontem ile gergeklestirildi (88).

4.9. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ise TOS sonuglariin TAS sonuglarina béliinmesiyle
hesapland1 ve birimsiz sekilde kayit altina alind1 (15).

4.10. Rutin Histolojik Takip

Rastgele segilerek alinan meme dokular1 rutin histolojik takibe alindi. %10
formaldehit’te 24 saat tespitten sonra 1 gece akar su altinda bekletildi. Doku takibinin
detayli agiklamasi Tablo-1 de verilmistir. Parafin bloklara gomiildiikten sonra
mikrotom (katalog no: Leica RM2265, Wetzlar, Germany) yardimiyla pozitif sarjh
lam iizerine alinan meme dokularindan 5 pum kalinliginda kesitler alindi.

Histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalarla incelendi.

Tablo 1. Histolojik doku takibinin asamalar.

Islem siras: Uygulanan islem Uygulanan siire
1 %70 ‘lik Alkol 120 dk
2 %80 ‘lik Alkol 90 dk
3 %96 ‘lik Alkol I 30 dk
4 %96 ‘lik Alkol II 30 dk
5 %100 ‘liik Alkol I 30 dk
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6 %100 ‘liik Alkol IT 30 dk

7 Xylene | 25 dk

8 Xylene Il 25 dk

9 Yumusak parafin + 45 dk
Xylene

10 Yumusak parafin 60 dk

11 Yumusak parafin + 90 dk

Sert parafin

12 Sert Parafin 180 dk

13 Bloklara Gomme -

4.11. Histokimyasal incelemeler

Deney sonunda rastgele olarak segilen meme dokularinda gelisen histopatolojik
degisiklikleri belirlemek icin Hematoksilen & Eozin (H&E) boyasi ile boyandi.
Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama protokolii Tablo-2’de detayli olarak siralandi.
Dokularda gelisen; vaskiilarizasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, memede apoptotik-
dejeneratif bulgular ve pleomorfizm skorlandi (90,91). Lezyonda meydana gelen siddetin

skorlamasi agagidaki sekilde belirlendi:
0: Bulgu yok (%0)
1: Cok hafif (%]1-15)
2: Hafif (%16-30)

3: Zayif orta (%31-45)
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4: Orta (%46-60)
5: Siddetli (%61-75)

6: Cok siddetli (%76-100).

Tablo 2. Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama isleminin asamalar:

Islem Uygulanan islem Uygulanan siire
sirasl
1 Xylene | 30 dk
2 Xylene 11 30 dk
3 %100’lik Alkol I 5dk
4 %100’liik Alkol IT 5 dk
5 %96°1ik Alkol 5 dk
6 %90’l1ik Alkol 5dk
7 %80’lik Alkol 5dk
8 %70’lik Alkol 5dk
9 Distile su 7 dk
10 Harris 6 dk
Hematoksilen
Soliisyonu
11 Cesme suyu 5 dk
12 %1 alkolik Eozin 3dk
13 % 70’1lik Alkol 1dk
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14 %80’lik Alkol 1dk
15 %9011k Alkol 1dk
16 %9611k Alkol 1dk
17 %100’1iik Alkol I 1dk
18 %100’1iik Alkol IT 1dk
19 Xylene | 30 dk
20 Xylene 1l 30 dk
21 Entellan ile kapatma -

4.12. immunohistokimyasal incelemeler

Apoptozis hiicre proliferasyonu, fizyolojik ve patolojik kosullarda olduk¢a 6nemli
rol oynayan bir durumdur. Organizmanin gelismesinde ve homeostazinin
saglanmasinda gerekli temel bir olaydir (92,93). Proapoptotik faktér olan Bax ile
antiapoptotik faktor olan Bcl-2 gibi indiiksiyonlar apoptozu dengeler (94,95).
Kanserde apopitoz sistein proteazlar grubunda olan kaspazlarin aktivasyonu
sonucunda olusur (96,97). Kaspazlar hiicrenin apopitoza gitmesini engelleyen ve
apopitozisi inhibe eden molekiilleri ortadan kaldirip hiicrenin apopitozis yoluna
girmesini saglarlar (98). Bcl-2 ailesi hiicresel apoptoz mekanizmasinda en etkili
proteinlerdir. Bu grupta hem apoptotik hem de anti-apoptotik molekiiller yer
almaktadir (98,99). Hiicrede apoptozun meydana gelip gelmeyecegi Bcl-2/Bax
oranina baglidir (100).

Deney sonunda rastgele segilerek alinan meme dokularindan alinan 5 pm Kkesitler
immunohistokimyasal degisiklikleri incelemek amaciyla proapoptotik ve

antiapoptotik proteinler olan Bax ve Bcl-2 primer antikorlart ile boyandi.
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Immunohistokimyasal boyama isleminin basamaklar1 Tablo-3’te detayli olarak

agiklandi.

Tablo 3. Immunohistokimyasal boyama isleminin asamalar

Islem Uygulanan Islem Uygulanan
Sirasi Siire
1 Xylene | 30 dk
2 Xylene Il 30 dk
3 %100°Tik Alkol I 5 dk
4 %100°’lik Alkol IT 5dk
5 %96’ ik Alkol 5dk
6 %90’ 11k Alkol 5dk
7 %80’1ik Alkol 5dk
8 %70’lik Alkol 5dk
9 Distile su 7 dk
10 Etilen diamin tetraasetik 3x6 dk
asit (EDTA)
soliisyonunda
mikrodalga firinda 1sitma
11 Tamponlanmis fosfat 3x5 dk
salin (PBS)
12 %3’ liikk hidrojen peroksit 20 dk
13 PBS 3x5 dk
14 Ultra V Block 7 dk
15 Primer antikor +4 °C’de 18 saat
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16 PBS 3x5 dk
17 Anti-rabbit sekonder antikor 30 dk
18 PBS 3x5 dk
19 Streptavidin peroksidaz 30 dk
20 PBS 3x5 dk
21 3,3'diaminobenzidin Reaksiyon

e kromojen gbzlemi
22 PBS 3x5 dk
23 Gill Hematoksilen 40 sn
24 Cesme suyu 5 dk
25 Artan alkol serileri 1dk
26 Xylene | 30 dk
27 Xylene Il 30 dk
28 Entellan ile kapatma

4.13. istatistiksel Analiz

G*Power (siiriim 3.1.9.4) testi yapilarak etki biiylikliigli hesaplandi. Bu ¢aligmada
etki biiytikliigii 0.70 (Cohen kriterleri kullanilarak), alfa=0,05 ve gii¢ 0,8 alinarak
gerekli olan minimum 6rnek sayisi n=28 olarak belirlendi. Verilerin istatistiksel
analizleri SPSS for Windows version 20 (USA) istatistik programinda yapildi.
Verilerin normallik analizleri Shapiro Wilk testi ile yapildi. Sonuca gore kriter olarak
basiklik (kurtosis) ve carpiklik (skewness) sonuglarmin -1,5 ve +1,5 arasinda
bulunmasi ve Q-Q grafigi kullanilarak normallik analizi yapildi. Normal dagilim

gosteren Ol¢iimlere Tek Yonlii Varyans (ANOVA) Analizi uygulandi. Normal dagilim
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gostermeyen degerlere ise non-parametrik testlerden Kruskal Wallis-H testi uygulandi.
Kruskal Wallis-H testinin anlamli olmas1 durumunda ise gruplar aras1 karsilagtirmalar
icin Mann Whitney U testi ile kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 degeri durumunda
anlaml olarak kabul edildi. Ortaya ¢ikan sonuglar ise ortalama + standart hata olarak

verildi.
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5. BULGULAR

5.1. Biyokimyasal Analizler
5.1.1. Kan Serum Malondialdehit (MDA) Degerlerinin Olgiilmesi

Serum MDA diizeyleri hesaplandiginda en yiiksek ortalamanin DMBA grubunda
olustugu ve DMBA+MS grubunun ise anlamli sekilde daha diisiik oldugu izlendi
(p<0.05). MS grubu ile DMBA+MS grubu kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli
bir fark izlenmedi (p>0.05). DMBA ile birlikte MS uygulanmasi serum MDA
diizeylerini olumlu yonde etkilemisti. Biitiin gruplarin MDA ortalamalarinin grafigi

Sekil 1°de ve ortalamalari ise Tablo 1’de gosterildi.

3,00
250

2,00 E

1,50

MDA

20

1,00

50

T T T
CONTROL DMBA Ms DMBA+MS
GRUPLAR

Sekil 10. Serum MDA degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi
5.1.2. Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Biitin  calisma  gruplarinin  istatistiksel  analizinde = TAS  degerleri
karsilastirildiginda; DMBA grubu ile DMBA-+MS grubu arasinda anlamli bir fark
olmadig izlendi (p>0.05). Ancak DMBA+MS grubu ile hem kontrol hem de MS
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grubu arasinda ise anlamli fark oldugu izlendi (p<0.05). En yiiksek TAS ortalamasi
DMBA grubunda izlenirken, en diisiik ortalamanin MS grubunda oldugu goriildii.
Calismamizin TAS analizlerinden istatistiksel olarak beklenen DMBA grubu ve
DMBA+MS grubu arasinda anlamli veri elde edilemedi. Biitiin gruplarin TAS

ortalamalarinin grafigi Sekil 2’de ve ortalamalari ise Tablo 1°de gdsterildi.
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Sekil 11. Serum TAS degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.
5.1.3. Total Oksidan Kapasitesi (TOS)

Biitin  calisma  gruplarinin  istatistiksel  analizinde @~ TOS  degerleri
karsilastirildiginda; DMBA grubu ile DMBA+MS grubu arasinda anlamli fark oldugu
goriildii (p<0.05). DMBA grubunun serum TOS degerleri en yiiksek diizeyde
izlenirken, DMBA+MS grubunun ortalamast DMBA grubuna kiyasla anlaml
derecede daha diisiik izlendi. Calismamizda beklenen TOS analizlerinin detayl

gruplar arasi karsilastirmasi Tablo 1°de ve ortalamalarinin grafigi Sekil 3’te gosterildi.
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Sekil 12. Serum TOS degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.
5.1.4. Serum OSI Analizleri

Serum OSI analizi yapilirken TOS degerleri TAS degerine bdliinerek
hesaplamalar yapildi ve birimsiz olarak degerlendirildi. Biitlin gruplarin OSI degerleri
karsilastirildiginda DMBA grubunun ortalamasi en yiiksek olarak kaydedilirken,
DMBA+MS grubu anlamli olarak daha diisiik izlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile MS
grubunun OSI degerleri arasinda ise anlaml fark olmadig: goriildii (p>0.05). Biitiin
gruplarin OSI ortalamalarinin grafigi Sekil 4’te ve ortalamalar1 ise Tablo 1°de

gosterildi.
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Sekil 13. Serum OSI degerlerinin istatistiksel analizi sonucu olusan

ortalamalarinin grafigi.

39



Tablo 4. Gruplar arasi1 ortalamas1 alinan serum MDA, TAS, TOS ve OSI

degerlerinin Ortalama+Standart sapmalar.

Gruplar MDA TAS TOS OSI
(nmoll/l) (umol) (mmol)
Kontrol 1.4740.30° 1.21+ 0.09¢ 34.32£1 7.65P¢  28.29+14.720¢
DMBA 2.15+0.328¢4 1,93+ 0.02%¢ 171.68+62.312¢¢  89.11+33.13%¢4
MS 1.73+0.26" 1.18+ 0.03%¢ 26.91£16.23°¢  22.47+13.06°¢
DMBA+MS | 1.75+0.23° 1.71+0.26%¢ 92.05+33.328P¢  52.27413.123b¢

TAS; Total antioxidant capacity (umol H202 equivalent/L), TOS; Total oxidant
capacity (mmol Trolox equivalent/L); MDA, Malondialdehyde (umol/l). DMBA,;
7,12-dimetilbenza-antrasen, MS; Medicago sativa oOziitli, a; kontrolden farkli, b;
DMBA’dan farkli, c; MS’den farkli, d; DMBA+MS’den farkli.
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6. TARTISMA

Tibbi ve aromatik bitkiler binlerce yildir hastalik ve yara tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu bitkilerin tibbi uygulamalarda kullanimi ile ilgili bilimsel
calismalar da giin gectik¢e artmaktadir. Ulkemiz genis cografi ve cesitli bitki ortiisii
nedeniyle yaklasik 500 ¢esit tibbi bitkiye ev sahipligi yapmaktadir (101). Aromatik
bitkilerin 6zellikle yapraklarinda ve ¢igeklerinde mevcut olan fenolik bilesikler olarak
adlandirilan flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik terpenler anti-oksidan aktivite ile

bir¢ok hastaligin tedavisinde etkili olabilmektedir (102).

Medicago sativa Leguminosae ailesine ait bir yem bitkisi olup Akdeniz
tilkelerinde yaygin olarak yetisebilen bir otsu bitkidir (103). Hayvanlar i¢in yem bitkisi
olarak kullanilan Medicago sativanin yiiksek protein igerigi nedeniyle insanlar
tarafindan da cesitli sekillerde tiiketilebilmektedir. Insanlar bagisiklik sistemini
kuvvetlendirmek icin bitkilerdeki fitokimyasallardan yararlanmaktadirlar. Bu
fitokimyasallar lignanlar, izoflavanlar, kiimestanlar olarak tanimlanmislardir.
Medicago tiirlerinde de en fazla bulunan fitokimyasal izoflovandir. Javid ve ark. bu
kimyasalin anti-mikrobiyal ve anti-fungal 6zellikleri oldugunu yaptiklari ¢alismada
belirtilmistir (104). Ayrica yapilan diger pek cok ¢alismada Medicago sativanin anti-
oksidan ozelligiyle anti-karsinojenik oldugu ve bunun yaninda koroner arter
hastaliklar1, osteoporoz, diyabetes mellitus ve mide {ilseri i¢cin de koruyucu etkisinin
oldugu gosterilmistir (105,106). Selvan ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada MS’nin
anksiyolitik 6zelligi gosterilmistir (107). Ek olarak baska bir ¢alismada MS’nin

kolesterol diizeyinin artigint onlemede etkili oldugu gosterilmistir.

7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) ve N-nitrozo-N-metilire (NMU), disi
siganlarda meme timori gelisiminin indiiksiyonu i¢in en sik kullanilan kimyasal
kanserojenlerdir (108). Yapilan c¢alismalarda DMBA ya da NMU’nun tek bir
uygulamasinin, disi sicanlarda, uygulamadan sonraki sekiz ila on hafta i¢inde tiimor

gelisimini indiikledigi bildirilmistir (109-113).

Her iki karsinojenik ajan da DNA alkilasyonu yoluyla meme tiimorii gelisimini
tetiklese de metabolizmalar1 acisindan farklhidirlar. NMU, dogrudan etkili bir

alkilleyici ajan olarak siniflandirildigindan metabolik aktivasyon gerektirmez
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(114,115). NMU'dan farkli olarak DMBA, karaciger sitokrom P450 enzimleri
tarafindan onceden metabolik aktivasyon gerektiren dolayli bir kanserojendir. Bu
sekilde, DMBA'nin karsinojenik aktivitesi NMU ile karsilastirildiginda daha yavastir,
bu da DMBA'nin neden oldugu meme tiimoérleri i¢in daha uzun bir latent donem ile
sonuglanir (116). Her iki karsinojen de miRNA-21, miRNA-34’a ve miRNA-155 gibi
cesitli mikro RNA'larin (miRNA'lar) ekspresyonunu kisa bir siire i¢cinde degistirerek
kimyasal karsinojenezin baslangi¢ siirecindeki rollerini destekler. NMU'nun
miRNA'lar tizerindeki etkisi, DMBA'nin aksine bu kanserojenin dogrudan etkili etkisi

nedeniyle DMBA ile karsilastirildiginda daha baskindir (117,118).

DMBA ve diger benzeri polisiklik aromatik hidrokarbonlar canli dokularda
serbest radikal tretimini arttirarak oksidatif stres yaratirlar ve sonug¢ olarak da
karsinogenezde dnemli bir rol alirlar (119). Ortaya ¢ikan bu radikaller hiicre ve hiicre
membrant i¢in toksik vasifta olup hiicrede bir¢ok farklt molekiille etkilesime girerek
yap1 ve fonksiyon bozukluguna yol agarlar. Serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag
asitleriyle girmesi sonrasinda lipid peroksidasyonu meydana gelir. Peroksidasyonun
son iriinii olan malon-di-aldehit (MDA) lipid, protein, niikleik asitler gibi hiicresel
elemanlar ile ¢capraz baglanarak dokudaki zincir reaksiyonlariin hiz belirleyicisi olur.
Aragtirmacilar; diger tiim kanser tilirlerinde oldugu gibi meme kanseri gelisiminde de
oksidadif stresin ¢ok onemli rolii oldugunu belirlemis ve lidip peroksidasyonu son

tirlinii olan MDA ’y1 kiymetli bir biyogésterge olarak kullanmiglardir (120-123).

Yapilan diger calismalarda da memedeki kanserli dokuda ve serumda MDA
diizeylerinin saglikli doku ve seruma gore daha yliksek oldugu belirtilmistir. Bu
durumun kanser varlifinda doku oksijenizasyonunun bozulmasina bagli meydana
gelen oksidatif hasara bagli oldugu diisiiniilmektedir (121-122). Benzer bir meme
kanseri calismasinda MDA diizeyindeki artiglar ve diger oksidatif molekiillerin
DNA’da zincir kiriklarina neden oldugu ve bunun sonucunda karsinojenik ve

genotoksik hasar meydana geldigi belirtilmistir (123,124)

Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak serum MDA diizeylerinde en
yiiksek ortalamanin DMBA grubunda olustugu ve DMBA+MS grubunun ise anlaml
olarak daha diisiikk oldugu goriildii (p<0.05). MS grubu ile DMBA+MS grubu
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karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlamli fark olmadigi izlendi (p>0.05). DMBA

ile birlikte MS uygulanmasi serum MDA diizeylerini olumlu yonde etkilemisti.

Tablo 5. Gruplarda MDA Ortalama Degerleri
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DMBA’nin viicuttaki metabolik aktivasyonundan sonra énemli bir karsinojenik
madde meydana gelir. Bunun sonucu olarak da asir1 ROS ftretimi ve dokudaki total
oksidan/anti-oksidan dengesi bozulmus olur (125). DMBA'nin, ROS olusumunu
artirarak  karsinojenezi tetikledigi bilinmektedir. Artan ROS, ¢ok sayida
biyomolekiiliin zarar gérmesine ve kanser gelisimine neden olabilecek mutajenite gibi
cesitli molekiiler ve hiicresel etkiler sergilemesine katkida bulunur. Asir1 ROS, lipid

peroksidasyonunu ve MDA gelisimini artirarak hiicrelerin yapisini ve fonksiyonlarini
bozabilir (126).

Deneysel kanser ¢alismalarinda diyet kokenli biyoaktif bilesiklerin ROS kaynakl
metabolik ve hiicresel dengesizlikleri azaltma potansiyeli oldugu belirtilmistir.
Siklofosfamid ile in-vivo ve in-vitro olarak uyarilan oksidatif streste nar ekstraktinin
anti-oksidan etkisi incelenen ¢alismada; ekstraktin hem karaciger dokusunda MDA
diizeyini diisiirdiigli hem de radikal siipiiriicii etkiyle total oksidan diizeylerinde diisiis

saptandigi belirtilmistir (125).
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Bir¢ok organizma, ROS'tan kaynaklanan oksidatif hasar1 etkisiz hale getirmek
icin serbest radikal temizleme, ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

ve metal selatlayici ajanlar dahil olmak iizere bir antioksidan savunma sistemi kullanir

(127).

Ozellikle, bircok tibbi bitki ve gida (sebzeler, meyveler ve tahillar gibi) dogal
antioksidanlar agisindan zengindir (128). Dahasi, fitodstrojenik bilesikler ve cesitli
vitamin tiirleri, birgok bitkide bulunan iyi bilinen antioksidanlardir (129,130). Bu
baglamda, Medicago sativa (yonca), apigenin, luteolin, kumarestrol, kuersetin,
medikarpin, daidzein ve genistein gibi fitodstrojenik bilesikler ve 6zellikle C vitamini
olmak iizere gesitli vitaminler agisindan zengin bitkilerden biridir (131). Yoncanin
antioksidan roliiniin yan1 sira, diyabet, talasemi, ¢esitli kanserler, bobrek bozukluklar
ve hiperkolesterolemi gibi bazi hastaliklar tizerindeki yararh etkileri de tanimlanmaistir.
Yukarida belirtilen faydali 6zellikleri géz onilinde bulunduruldugunda, bu bitki diinya
capinda ¢esitli tibbi formlarda islenmekte ve degerlendirilmektedir (132).

Antioksidanlar hiicreleri ve dokular1 oksidatif stresten korur, hiicresel ve
biyokimyasal olaylar1 siirdiirtir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT), serbest
radikallerin neden oldugu hasara karsi hiicresel korumada kritik bir islev goriir
(133,134). Birgok kanser tiiriinde antioksidanlarin aktivitesinde azalma rapor

edilmistir (135).

Calismamizda total oksidan seviyelerinde (TOS) gruplar karsilagtirildiginda
DMBA ve DMBA-+MS grubu arasinda anlamli fark oldugu izlendi (p<0.05). DMBA
grubunda serum TOS diizeyleri en yliksek diizeyde goriiliirken, DMBA+MS grubunda
DMBA grubuna kiyasla literatiirle uyumlu olarak anlamli derecede daha diisiiktii.
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Tablo 6. Gruplarda TOS Ortalama Degerleri
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Calismamizda TAS diizeylerine bakildiginda DMBA ve DMBA+MS grubu
arasinda literatlirle uyumlu olarak anlamh fark oldugu izlendi (p<0.05). En yiiksek
TAS ortalamast MS grubunda meydana gelirken, en diisiik ortalamanin DMBA
grubunda olustugu goriildi. Gruplarin TAS ortalamalar1 asagidaki grafikte

gosterilmistir.

Tablo 7. Gruplarda TAS Ortalama Digerleri
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Serum OSI analizi yapilirken TOS degerleri TAS degerine bdliinerek

hesaplamalar yapildi ve birimsiz olarak degerlendirildi. Biitiin gruplarin OSI degerleri
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karsilagtirildiginda; MS grubunun ortalamasi en yiiksek olarak kaydedilirken, DMBA
grubu anlamli olarak daha diisiik izlendi (p<0.05). Ayrica DMBA grubunun OSI
degerleri ile DMBA+MS grubunun OSI degerleri arasinda anlamli olarak daha diisiik
fark oldugu goriildii (p<0.05).

Hayvanlarda DMBA ile uyarilmis meme kanseri modelinde histolojik olarak
kanser ile iligkili inflamatuvar hiicreler, hiperplazi ve neoplastik hiicrelerin arttig1
gosterilmistir. Hiicrelerde atipi, pleomorfizm, hiperplazi ve diger morfolojik
degisiklikleri izlenebilir. Hiicresel morfolojinin bozulmasi ve onkojenlerin
aktivasyonuyla meydana gelen kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalma sonucu kitlesel olusum
da izlenebilir (136,137). Seshadri ve ark. DMBA ile uyarilmis meme kanserinde
zingiberenenin etkinligini incelemis ve DMBA ile uyarilan meme kanseri
hayvanlarinda inflamatuar hiicrelerin, neoplastik hiicrelerin, epitelyal hiperplazinin ve
toplam histolojik hasar skorlarinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Zingiberene
uygulanan hayvanlarda histolojik hasar skorlarinin azaldigi goriilmistir ve

zingiberenenin meme kanseri iizerine koruyucu etkisi oldugunu belirtmislerdir (138).

Calismamizda alinan meme dokularina yapilan histolojik inceleme ve
immunhistokimyasal boyamada DMBA grubunda hiicresel diizeyde orta siddette
fibrozis izlenmis olup, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, meme hiicrelerinde
dejeneratif degisiklikler ve olagan duktal hiperplazi gelistigi goriildi. DMBA+MS
grubuna ait spesmenlerde ise sadece zayif orta siddette fibrozis ve vaskiilarizasyon
artisinin - gelistigi  goriildi. DMBA sonrasi uygulanan MS meme hiicrelerini
histopatolojik agidan olumlu yonde etkiledigi izlendi. DMBA uygulaninca gelisen
histopatolojik degisikliklerin bazilar1 tamamen ortadan kalkmisti. Bu sonuglar,
Medicago sativa’nin DMBA ile uyarilan meme karsinojenezine karsi koruyucu

etkilerini kanitladi.

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesinde yer alan molekiiller hiicre
apoptozisinin énemli diizenleyicisidirler. Bu grupta hem apoptoziste hem de anti-
apoptoziste etkili olan proteinler mevcuttur. Bcl-2 ilk olarak B hiicreli lenfomada
gosterilmis bir onkogendir. Hiicrede fazla sentezlenmesi durumunda anti-apoptotik

etkiyle kontrolsiiz cogalmaya neden olmakta ve karsinogenezisin Onciisii
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olabilmektedir. Bir¢cok malignitede bcl-2’nin over-ekspresyonu goriilmektedir
(139,140).
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Sekil 14. Hiicrede Apoptoz Mekanizmasi ve Asamalari (139)

Bax; Bcl-2 associated protein olarak kullanilmakta olup apoptozisi indiikleyen bir
molekiildiir. Hiicrede 6liim sinyali aktive oldugunda Bax sentezi artar, Bcl-2 etkisi
noétralize edilerek apoptozis gerceklesmis olur. Bax proteininin fonksiyon kaybinda

neoplastik aktivitenin arttig1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (141).

Calismamizda meme dokular1 151k mikroskobu altinda incelendiginde Bax
ekspresyonu DMBA grubunda hafif pozitif-negatif izlenirken; DMBA+MS grubunda
Medicago sativa’nin anti-apoptotik etkinligi nedeniyle yogun pozitif ekspresyon
izlendi. Bcl-2 ekspresyonu DMBA grubunda orta yayginlikta pozitif izlenirken;
DMBA+MS grubunun meme dokularinda genel olarak hafif diizeyde pozitif

ekspresyonlar verdigi goriildii.
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7. SONUC

Bu arastirmadan elde edilen bulgular, Medicago sativa’nin ratlarda DMBA ile
uyarilan meme tiimorii olusumuna karsi antikanser potansiyelini ortaya c¢ikardi.
Medicago sativa’nin, Wistar Albino (WA) ratlarinda DMBA ile uyarilan biyokimyasal
degisikliklerde ve hiicrelerdeki oksidatif stresin diizenlenmesinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Ayrica Medicago sativa tedavisi, inflamatuar durumu ve hiicrelerdeki
histolojik hasar1 biiyiik 6l¢iide baskiladi. In vitro deneylerin bulgular1 da Medicago
sativa'nin anti-kanser, anti-oksidan ve anti-inflamatuar rolini desteklemektedir.
Medicago sativa, memede tiimoral hiicrelerin viabilitesini etkili bir sekilde azaltt1 ve
ayrica bu hiicrelerde ROS'u ve apoptotik hiicre oliimiinii arttirdi. Genel olarak bu
sonuglar, WA si¢anlarinda DMBA ile olusturulan meme kanserine kars1t Medicago
sativa’nin antioksidan ve antikanser roliiniin oldugunu géstermistir. Ancak Medicago
sativa’nin antikanser 6zelliginin mekanizmalarini net bir sekilde anlamak i¢in hala ek

deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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