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KISALTMALAR

HSP 27: Heat shock protein 27 (Is1 sok proteini 27).
MNU: N-methyl-N-nitrosourea (N-metil-N-nitroziire)
GSH: Glutatyon

MDA: Malondialdehit

PCO: Okside protein karbonilleri

SSP: Siit serumu proteinleri

DMBA: 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen

MPO: Miyeloperoksidaz

v-GCS: Gama-glutamil sistein sentetaz

GSH-Px: GSH peroksidaz

GSSG: Okside (yiikseltgenmis) glutatyon

NADPH: Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
PUFA: Cok doymamis yag asitleri

LOO- : Lipit peroksit

LOOH: Lipit hidroperoksit

LF: Laktoferrin

ACE: Anjiotensin doniistiiriicii enzim

IgG: immiinglobiilin G

HAMLET: Human alpha-lactalbumin made lethal to tumor cells

TNF-o: Timor nekroz faktori
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1.0ZET

Meme kanseri, gelismekte olan {ilkelerdeki kadinlarda, en sik rastlanan ve en ¢ok
korkulan malignansilerden biridir. Meme kanserine sebep olan etiyoloji bu konuda
kapsamli arastirmalara ragmen biiyiik 6l¢iide belirsizdir. Bu malignitenin saptandigi
kadinlarin yaklasik % 75’inde risk faktorleri disinda, yas ve bati tarzi yasam
belirtilmistir. Ote yandan, hiicrede serbest radikal birikimi, hiicre DNA’sinmn
hasarina, niikleotid yapili koenzimlerin yikilmasina, hiicre tiyol/siilfat oranin
degisimine, tiyollere bagli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina, protein
ve lipitlerin kovalent baglarinda anormalliklerin olugmasina, enzim aktivitelerinde,
lipit metabolizmasinda degisikliklere, mukopolisakkaritlerin bozulmasina, protein
hasarina, lipit peroksidasyonuna sebep olur. Ayrica, 1s1 sok proteini HSP 27°nin
cesitli kanser tiirlerinde farkli seviyeleri tespit edilmistir. In vitro ve in vivo
caligmalarla HSP 27°nin yliksek ekspresyonu ile invasiv meme kanseri arasinda siki
korelasyon kanitlanmistir ve bu proteinin tiimor hiicrelerinin invasiv ve metastatik
potansiyelinden etkilendigi diisiiniilmektedir. N-metil-N-nitroziire, deneysel meme
kanseri modelinde siklikla kullanilan ve direkt olarak meme hiicre DNA’sina etki
eden bir kimyasal karsinojendir. Uygulanan doza, sigan tiirline ve siganin yasina
bagl olarak farkli timér cesitlerinin modellenmesinde kullanilir. Calismamizda
deneysel meme kanseri modeli olusturmak tizere 130 giinlilk Sprague-Dawley tiirii,
disi, virjin sicanlara 100 giin ara ile iki kez N-metil-N-nitroziire enjekte edildi.
Calisma boyunca sicanlara haftada iki kez orogastrik gavajla siit serumu proteinleri
verildi. Sicanlar 180 giin sonunda sakrifiye edildi ve ornekler toplandi. Karaciger,
bobrek ve meme dokularinda glutatyon, malondialdehit ve protein karbonilleri
degerleri karsilastirildi. Tiim dokularda en yiiksek malondialdehit ve protein karbonil
degerleri N-metil-N-nitroziire grubunda siganlarda tespit edildi. En disik
malondialdehit ve protein karbonil degerleri de kontrol grubunda goézlendi. Tiim
dokulardaki en yiiksek glutatyon degerleri kontrol grubunda en diisiik degerler ise N-
metil-N-nitroziire grubunda bulundu. Sonug¢ olarak, calismamizda N-metil-N-
nitroziire ile olusturulan meme kanseri modelinde N-metil-N-nitroziire etkisiyle
olusan biyokimyasal degisikliklere siit serumu proteinlerinin koruyucu etkisi

gosterilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Siit serumu proteinleri, Deneysel meme kanseri, N-

metil-N-nitroziire.



1.SUMMARY

Protective Effect of Whey Proteins in Experimental Breast Cancer Model

Breast cancer is one of the most widespread and frightening malignancies for women
in developing countries. Despite numerous studies on the subject, the etiology of
breast cancer remains unclarified. In approximately 75% of the women, age and
western life-style are responsible besides other risk factors. On the other hand, free
radical accumulation in the cell causes many changes including damage to DNA,
destruction of nucleotide coenzymes, change of cellular thiol/disulfide ratio,
structural and functional changes of enzymes dependent on thiols, abnormalities in
covalent bonds of protein and lipids, changes in enzyme activities and lipid
metabolism, destruction of mucopolysaccharides, protein damage and lipid
peroxidation. In addition, different levels of heat shock protein 27 have been detected
in several cancer types. In normal breast tissue, the expression of heat shock protein
27 is very low or absent. Although there is a strong correlation between the higher
expression of heat shock protein 27 and invasive breast cancers proved by in vivo
and in vitro studies, it is not thought that the protein is affected by the invasive and
metastatic potential of tumor cells. N-methyl-N-nitrosourea, which is used widely in
developing experimental breast cancer model, is a chemical carcinogen that affects
breast cell DNA directly. It is used for modelling various tumor types depending on
given dose, rat species and ages. In our study, female, virgin, 130 days old, Sprague-
Dawley rats were used to form a cancer model. N-methyl-N-nitrosourea (50 mg/kg)
was injected two times by a 100 days break. During the study, whey proteins were
given to the rats by orogastric gavage 2 times a week. At the end of 180 days, rats
were sacrificed and samples were obtained. Glutathione, malondialdehyde and
protein carbonyls levels were determined in liver, kidney and breast tissues. Among
all groups, the highest malondialdehyde and protein carbonyl levels were detected in
the N-methyl-N-nitrosourea group. The lowest values were observed in the control
group. The highest glutathione values were detected in control group and the lowest
ones were detected in N-methyl-N-nitrosourea group. In conclusion, the protective
role of whey proteins against biochemical changes were evident in N-methyl-N-

nitrosourea induced breast cancer model.

KEY WORDS: Whey proteins, Experimental breast cancer, N-methyl-N-nitrosourea



3.GIRIiS VE AMAC

Meme kanseri, gelismekte olan iilkelerdeki kadinlarda en sik rastlanan ve en ¢ok
korkulan malignansilerden biridir. Kanserden 6liim nedenleri arasinda, meme kanseri
kaynakli oliimler akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (33).
Kadinlarda 25 yasindan 6nce meme kanserine nadiren rastlanmaktadir ve insidansi
menopoz yasi ile artmaktadir (28, 71). Ulkeler arasinda meme kanseri goriilme
oranlarinda farkliliklara rastlanmaktadir. Gelismis iilkelerde yasa gore standardize
edildiginde meme kanseri insidansi 80/100, gelismekte olan iilkelerde 15.9/100,
olarak agiklanmigtir. Bu oranin meme kanserinin daha az gorildigi Asya
Bolgesi’nden 5 kat daha yiiksek oldugu rapor edilmektedir. (33).

Meme kanserine sebep olan etiyoloji bu konudaki kapsamli arastirmalara
ragmen biiyiik dl¢lide belirsizdir. Bu malignansinin goriildiigii kadinlarin yaklasik %
75’ inde risk faktorleri disinda, yas ve bati tarzt yasamin Onemli oldugu
belirtilmektedir (28). Insidansin goreceli diisik oldugu Asya iilkelerinden gelen
gbcmenlerin ikinci jenerasyonlarinda da bati tarzi yasam ve yeme aliskanliklariyla
kanser oraninin arttig1 goriilmektedir (58). Bu bilgiler soya proteini izolatlar1 igeren
diyetlerin etkisinin arastirildig1 bir ¢cok deneysel c¢alismayla desteklenmektedir (5).
Ayrica, hayvansal kaynakli slit serumu proteinleriyle beslenen siganlarda,
kimyasallar tarafindan indiiklenmis meme tiimorlerinde ¢esitlilik yoniindenn azalma
gozlenmistir  (35). Bir baska c¢alismada da, siit serumu proteinlerinin
dimetilbenzaldehit (DMBA) ile indiiklenmis meme tlimorii olan siganlarda yasa bagh
timor gelisimini geciktirdigi belirtilmektedir (10).

Siit serumu proteinlerinin karsinogenezisi nasil degistirdigi heniliz tam olarak
aciklanamamistir. Bu konuda glutatyon (GSH) ve biyoaktif peptidler ozellikle ilgi
cekmektedir. Siit serumu proteinlerinin tiiketimi dokularda GSH miktarin
arttirmaktadir (9). Ote yandan, ksenobiyotik detoksifikasyon yolagi GSH ve GSH S-
transferaz enzimini igerir. Ayrica, GSH serbest radikal detoksifikasyon
reaksiyonlarinda da gorevlidir ve immiin yaniti destekler. Bu nedenlerle yiiksek
GSH konsantrasyonlarinin meme kanseri i¢in koruyucu oldgu diisiiniilmektedir.
Diger olast mekanizma ise biyoaktif peptidleri igerir. Siit serumu ve siit serumu
hidrolizatlarinin igerdigi biyoaktif peptidlerin bir¢ok hiicresel olayda rol alarak,

tiimdr insidansini azalttig1 diisiiniilmektedir (10).



Normal meme dokusunda, 1s1 sok proteini 27 (HSP 27) ya ¢ok diisiik seviyelerde
eksprese olur ya da ekspresyonuna hi¢ rastlanmaz (19, 23). Ancak yiiksek
ekspresyonu bildirilen insan meme kanseri tlimorlerine zit olarak HSP 27 nin diisiik
ya da sinirlt eksprese oldugu tiimor tiplerinden de bahsedilmistir (57, 104). Bununla
beraber Stage I ve II’ye girmis neoplastik hiicrelerin kismen periferal olanlarinda
siklikla 1s1 sok proteinlerine karsi siddetli immun yanit gériilmektedir. /n vitro ve in
vivo ¢alismalarla HSP27 nin yiiksek ekspresyonu ile invasif meme kanseri arasindaki
korelasyon gosterilmistir (87).

Sican meme kanseri modelinde, agresif timorlerin olusturulmasinda genellikle
polisiklik hidrokarbonlar kullanilmaktadir (42). Bu sekilde karsinojen ile
indiiklenmis meme kanseri modellerinde genellikle N-metil-N-nitroziire (MNU) ve
dimetil benzantrasen (DMBA) kullanilmaktadir. Bu iki karsinojen maddeyle
olusturulan tiimdrler histolojik ve biyolojik olarak insandaki lezyonlara
benzemektedir (100). Tiimor indiiksiyonu hedef dokuya 6zeldir ve bir veya bir kag
dozda kolayca saglanabimektedir. Her iki karsinojen de meme adenokarsinomlarinin
gelismesini saglarken, uygulanan hayvanlarda herhangi bir sistemik toksisiteye
rastlanmamaktadir. Ayrica, degisik dozlarla farkli tipte tiimorlerin olusmasi
saglanabilmektedir.

Bu caligmada bir kimyasal karsinojen olan N-metil-N-nitroziire (MNU) ile
olusturulan sigan meme kanseri modelinde siit serumu proteinlerinin oksidatif stres
lizerine etkileri arastirilmistir. Bu amacgla dort deney grubu olusturulmustur. Bu
gruplar kontrol, N-metil-N-nitroziire (MNU), N-metil-N-nitroziire ve siit serumu
proteinleri(MNU-+SSP) , siit serumu proteinleri (SSP) olarak belirlenmistir Elde
edilen dokularda oksidatif stresi gosteren parametreler Olciilerek olas1 degisiklikler
aragtirtlmistir. Ayrica, gruplar arasindaki doku HSP 27 ekpresyonundaki farklar
incelenerek siit proteinleri ile meme kanseri arasindaki iliski aydinlatilmaya

calisiimustir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.0ksidatif Stres

4.1.1.Serbest radikaller

Serbest radikaller en dis orbitalinde tek sayida paylasilmamis elektron
bulunduran molekiillerdir. Bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerden elektron
alma veya cevre molekiillere elektron verme egilimindedirler. Hiicre i¢inde kararsiz
bilesiklerin olusumuyla, hiicre yapilarinda hasara ve degisiklige sebep olurlar. Kisa
yasam slireleri olmasina ragmen hiicrede oksidatif hasara sebep olurlar. Serbest
radikaller; bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik yarilmasi sonucu,
eslenmis elektronlarin her birinin ayr1 par¢ada kalmasiyla, molekiiliin yapisindaki
atomlardan birinin elektron kaybetmesiyle veya yapisina elektron eklenmesiyle
olusabilir. Memeliler aerobik metabolizmayla, baslica oksijenden serbest radikalleri
tiretmektedir. Oksijen kaynakli serbest radikaller hidroksil radikali, hidrojen peroksit,
hipoklordz asit, singlet oksijen, peroksinitrit anyonu, peroksinitréz asittir (36). Fakat
memeli organizmalarda oksijen tiirevli serbest radikaller disinda karbon ve kiikiirt
merkezli radikaller de olugsmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot
tiirleri (RAT) olarak adlandirilan radikal ve non-radikal molekiilleri Tablo 4.1° de

verilmistir.

Tablo 4.1. Reaktif oksijen ve azot tiirleri

REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROT) REAKTIF AZOT TURLERI (RAT)
Radikaller Non-radikaller Radikaller Non-radikaller
Stiperoksit Hidrojen peroksit Nitrikoksit Nitrdz asit
Hidroksil Hipoklorik asit Nitrojen dioksit Dinitrojen trioksit

Peroksil Ozon Dinitrojen tetroksit
Alkoksil Singlet oksijen Peroksi nitrit
Hidroperoksil Lipit peroksit Alkoksil
peroksinitrit




Serbest radikallerin net etkisi olusumlar1 ile harabiyetleri arasindaki dengeye
baghdir. Eger serbest radikal olusumu antioksidan koruma mekanizmasini atlarsa,
denge serbest radikaller lehine bozularak, oksidatif stres ortaya ¢ikar. Cogu hiicrede
bulunan siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
transferaz, katalaz gibi enzimler hiicreleri serbest radikallerden korur. Vitamin E,
sistein, glutatyon, seruloplazmin gibi ajanlar serbest radikal olusumunu engelleyerek
veya olusanlar1 inaktive ederek hiicre korunmasini destekler. Hiicrede serbest radikal
birikimi, hiicre DNA’sinin hasarina, niikleotid yapili koenzimlerin yikilmasina, hiicre
tiyol/siilfat oraninin degisimine, tiyollere bagli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarinin
bozulmasina, protein ve lipitlerin kovalan baglarinda anormalliklerin olusmasina,
enzim aktivitelerinde, lipit metabolizmasinda degisikliklere, mukopolisakkaritlerin
bozulmasina, protein hasarina, lipit peroksidasyonuna sebep olur. Ayrica zar yap1 ve
fonksiyonlarmin degismesine, zar proteinlerinin hasar gormesine, tasinma
sistemlerinin bozulmasina, steroid ve yas pigmenti birikimine, kollajen ve elastin
gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido/rediiksiyon olaylarinin bozulmasina neden
olur. (113). Serbest radikallerin hiicrede yol ag¢tif1 zararin saptanmasinda lipit,

protein ve DNA oksidasyonu iiriinleri ya da ara tiriinleri kullanilir.
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Sekil 4.1. Glutatyon oksidasyon, rediiksyon dongiisii
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4.1.2.Glutatyon konjugasyonu

Glutatyon suda c¢oziinen, glutamin, sistein ve glisinden sentezlenen bir
tripeptidtir. Glutatyon (GSH) organizmanin tiyol igeren en Onemli antioksidan
molekiiliidiir. Viicudu tiim elektrofilik ve halojenli yapilara, epoksitlere kars1 korur.
Karacigerde milimolar diizeyde, karaciger digi dokularda ise nanomolar diizeyde
bulunur. Glutatyon havuzu bosaldiginda sistein verilmesi halinde glutatyon yeniden
olusur. Hiicrenin ylikseltgenme indirgenme dengesini koruyan glutatyon, hiicreleri
endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararl etkilerinden korur (78).

GSH antioksidan molekiil olarak organizmada ¢esitli elektrofilik maddelerin ve
peroksitlerin  detoksifikasyonunu yapar. Bu goérevi glutatyon-S-transferaz ve
glutatyon peroksidaz yoluyla gergeklestirir. Detoksifikasyon gorevinin yaninda
glioksalaz sisteminde riboniikleotitlerin deoksiriboniikleotitlere indirgenmesinde
tiyol yoluyla ¢esitli proteinlerin regiilasyonunda ve gen ekspresyonunda da gorev alir
(2).

De novo GSH sentezi sistin, glutamik asit ve glisin gerektirir. GSH sentezinde -
glutamilsistein sentetaz (y-GCS) ve GSH sentetaz enzimleri gorev alir. Hiicre i¢inde
sentez edilen GSH, selenyum igeren GSH peroksidaz (GSH-Px) ile glutatyon
disiilfite (okside glutatyon; GSSG) doniisiir (3). Bu enzim hidrojen peroksit ile diger
peroksitlerin indirgenmesini katalizler. GSSG, GSH’in serbest radikaller ile
reaksiyonu sonucu olusur. GSH’in GSSG’a doniisiimii transhidrojenasyon yolu ile
olur. GSSG’nin tekrar GSH’a indirgenmesi GSSG rediiktaz enzimi ile NADPH
varhiginda katalizlenir. Hiicre dis1 ortamda GSH, GSSG’a doniisebilir ancak bu
tepkime oksijen gerektirir ve hidrojen peroksit olusumuna yol acar (63, 65).

Siit serumu proteinleri ile yapilan ¢alismalarda, sicanlarda birkag dokuda GSH
konsantrasyonlarinin arttigi goriilmiistiir, bunun siit serumu proteinlerinde bulunan,
glutatyon sentetaz’in substrat1 olan y-glutamilsistein gruplarmin yiiksek seviyelerine
bagli oldugu diisliniilmustiir (11). Artan doku GSH konsantrasyonlar1 GSH’ 1n
antioksidan etkisinden dolay1, mutajeniteyi azaltan, koruyucu etkisi oldugu

distiniilmektedir.



4.1.3.Lipit peroksidasyonu

Organizmada oksidatif stresi endirekt olarak gosteren lipit peroksidasyonu
doymamus lipitlerin (PUFA) bulundugu ortamda goriilen ve molekiiler oksijen ile
gerceklesen, ve lipit hidroperoksitlerin olustugu kompleks bir islemdir. PUFA’ nin
metilen bagindan molekiiler oksijenin bir hidrojen atomu ayrilir ve lipit
peroksidasyonu baglar. Olusan ara {riin olan lipit peroksit radikalli (LOO-)
ortamdaki diger PUFA’lar ile etkilesime girerek bu yag asitlerinden hidrojen atomu
salinimi ve PUFA’ larin lipit hidroperoksitlere (LOOH) dontisiimiinii indiikler. Zincir
reaksiyonlar seklinde ilerleyen bu dongli ‘‘propagasyon’’ olarak adlandirilir. Lipit
hidroperoksitleri degradasyona ugrayarak alkan, alken, hidroksialkenal ve keton
cisimlerine doniisiir. Organizmada olusan oksidatif hasar1 baslatan hidroksil radikali
oncelikli olarak membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitleri ile etkilesir. Bir
karbon atomuna bagli yan zincirden hidrojen atomunu ayirarak su molekiilii
olusturacak bi¢cimde bu atomla birlesir. Bu sekilde bozulan membran yapisina sahip
hiicreler hizla fonksiyon kaybina ugrarlar (1).

Lipid peroksidasyonunun sitotoksik olan son {irlinlerinden en ¢ok bilineni

malondialdehittir ~ (MDA).  Antioksidanlarin ~ baslica  etkileri  lipidleri
peroksidasyonuna karsi hiicreyi korumasidir. Lipid peroksidasyonu engellenmedigi
takdirde, membran gegirgenliginin artmasi, hiicre zarinda hasar, akiskanlik azalmasi,
transmembran iyon dengesizligi, salgilama fonksiyonlarmin bozulmasi gibi etkiler
ortaya ¢cikmaktadir. Bu da hiicrede 6deme ve 6liime yol agmaktadir (122).
Lipid peroksidasyonunun in vitro 6l¢iimii dokularda ki oksidatif hasarin biytikligi
hakkinda bilgi vermektedir. Dokularda miyeloperoksidaz aktivitesi ve
malondialdehit (MDA) seviyesi ile lipit peroksidasyonu hakkinda kantitatif veri elde
edilebilir (48).

4.1.4.Protein oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirleri veya oksidatif stres
tirtinleri ile kovalent modifikasyonlari sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonu
aromatik amino asit bakiyelerinin nitratlagsmasina, tiyol gruplarinin oksidasyonuna,
ileri oksidasyon protein iiriinlerinin olusmasina ve bazi amino asit bakiyelerinin

karbonil tiirevlerine doniistimlerine yol agar. Proteinlerdeki fonksiyonel gruplar



poliansatiire yag asitlerinin oksidasyon {riinleri ve glikasyon/glikooksidasyon
reaksiyonlart sonucu olusan karbonhidrat tiirevleri ile reaksiyona girerek inaktif
tirevleri olustururlar. Proteinlerin konformasyonel degisimleri; agregasyon ve
parg¢alanmasin1 artirir. Sekonder ve tersiyer yapinin bozulmasina da sebep olur.
Proteinlerin normal fonksiyonlarinda azalmaya ve proteolize yatkinligina yol agar.
Protein oksidasyonunun kimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein
fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitér aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmis veya azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonlarindaki degismeler, immiinojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir.
(98). Reaktif tlrevler tarafindan gergeklestrilen proteinlerin  oksidatif
modifikasyonlari, bir dizi bozukluk ve hastaligin etiyolojisi ile ilerlemesinde rol
oynar (22). Protein oksidasyonuna yol acgan temel mekanizma polipeptid
omurgasindaki, c¢esitli aminoasitlerin a-karbon atomlarindan hidrojen atomunun
c¢ikarilmasi sonucu oksidasyon iiriinlerinin olusmasidir (97). Protein oksidasyonun
protein karbonil (PCO) gibi marker’larinimn in vivo protein oksidasyonun derecesini
gosterecek bir ara¢ olarak kullanilmasi nispeten uzun bir gegmise dayanmaktadir
(103).

4.1.5.Is1 sok proteinleri

Is1 sok yaniti ilk kez 1962 yilinda Ritossa tarafindan meyve sineklerinin tiikiiriik
bezlerinde, 1s1 ylikselmesi, sodyum salisilat ve dinitrofenol etkisiyle kromozom
sigkinlikleri olarak tanimlanmistir (85). Daha sonra 1973 yilinda bu modele uygun
bir grup protein sentezi Tiessiéreo tarafindan gdsterilmis ve 1s1 sok proteinleri olarak
isimlendirilmistir (108) . Bu proteinlerin bir¢ok degisik stres faktorii ile sentezlerinin
artmasi stres proteinleri olarak anilmalarina sebep olmustur (55 ).

Is1 sok proteinleri ya da stres proteinleri evrim sirasinda iyi korunmus molekiiller
sinifinda olup, hiicre homeostazisinin korunmasinda temel rol oynarlar. Fizyolojik
kosullar altinda molekiiler saperonlar olarak protein katlanmasi, tasinmasi ve
yikimina yardimer olurken, stres kosullarinda zarar gormiis proteinlerin
agregasyondan korunmasini ve bu proteinlerin yeniden katlamasini saglarlar. Is1 sok
proteinleri bircok gruba ayrilirlar ve molekiiler agirliklarina gore adlandirilirlar

(118).



Tablo 4.2 Is1 sok proteinleri siniflandirilmasi.

Aile Uye Agirhk (kDa) Fonksiyon
Yiiksek sicakliga
HSP 110 HSP 110 80-110 tolerans
HSP 104 ATP az aktivitesi
HSP 100 Sitoplazmik protein
HSP 90 HSP 90a 82-110 Zayif saperon
HSP 90 aktivitesi

Hiicre dongiisii

HSP 72 diizenlenmesindeki
HSP 73 proteinlerin
HSP 70 GRP 78 67-76 katlanmasi,
GRP 75 thermotolerans
Zayif ATPaz aktivitesi

Mitokondride bulunur

HSP 60 Molekiiler saperon
HSP 60 HSP 58 58-65 ATPaz  aktivitesinin
diizenlenmesi
HSP 27 HSP 27 memelilerde
HSP 23 thermotolerans
Kiigiik HSP’ler HSP 29 18-27
HSP 18
Hsp 60
HSP 10 HSP 10 9-12 fonksiyonlarimin
uyarilmast

Abnormal proteinlerin

Ubikitin Ubikitin 8 degredasyonu
FK BP 59 Stres fonksiyonu
Diger HSP’ler HSP 47 bilinmiyor
HSP 32

HSP 27 farkli laboratuarlar tarafindan izole edilmistir. 25kDa’luk protein
aktin polimerizasyonu ile iliskilidir. HSP 27 insan meme kanseri hiicre hattinda
Ostrojen baglayan protein olarak tanimlanmistir (Edward et al.1981).

27 kDa agirhigindaki 1s1 sok proteini HSP 27 aktin iliskilidir, baslica deri ve

Ostrojenin hedef dokusunda eksprese edilir (19). HSP 70 ailesini olusturan
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indiiklenebilir {iyeler, tiim doku hiicrelerinde sitoplazma ve niikleusta lokalize
olmusglardir. Memeli hiicrelerinde sik rastlanan bir protein olan HSP 90’nin bu
hiicrelerde iki izoformu tespit edilmistir (57).

HSP 27, HSP 70 ve HSP 90 ailesinin iiyelerinin anormal ekspresyonlar ile
meme kanseri prognozu arasinda pozitif kolerasyon vardir. Romanucci ve ark.’nin
2006 yilinda yaptig1 bir hayvan ¢alismasi sonuglarina gére normal meme dokusunda
alveoller hiicrelerin sitoplazmasinda, intralobular ve ekstralobular duktuslarda az
miktarda HSP 27 ekspresyonuna rastlanirken, invaziv asamalardaki marjinal

bolgelerde, yiiksek miktarlarina rastlanmigtir (87).

4.2.Siit Proteinleri

Siit, icerigi sayesinde bilinen en iyi besin kaynaklarindan biridir, bilesenleri su,
yag, protein (kazein miselleri ve silit serumu proteinleri), karbonhidrat (laktoz),
mineral, vitamin ve enzimlerdir (44). Siitteki proteinlerin bir cogunun kimyasal ve
fiziksel yapist bilinmektedir. Dogal inek siitiiniin yaklasik %35’1 proteinden olugur
(68). Siit, %80’ 1 kazein, %20’ si siit serumu proteinlerinden olusan baslica iki ana
fraksiyona ayrilir (100).

Kazeinin os-1, as-2, B, k¥ olmak {izere dort farkli ana formu bulurken, siit
serumunda  bulunan  major  proteinler  B-laktoglobiilin,  a-laktalblimin,
immiinoglobiilinler, serum albiimin, laktoferrindir ve timii biyolojik aktiviteye
sahiptir (37).

Kazein prolin, 16sin, glutamik asit, serin, lizin amino asitlerinden zengindir,
sistein ve karbonhidratlarin varligi, bazi amino asitlerin igerikleri, fosfoseril
gruplarinin sayisindaki farklilik ile birbirlerinden ayrilirlar. siit serumu proteinleri
yiiksek lizin, triptofan ve sistegin icerigi ile ¢ok yiiksek bir besin degeri saglayan
globuler proteinlerdir, kuaterner yapi sekonder a-heliks ve B-kivrimli tabaka ile
saglanir. Kazeinlerden daha az prolin igerirler ve kompakt molekiilerdir (73).
4.2.1.Peynir alt1 suyu ve siit proteinleri

Siit serumu, peynir yapimi sirasinda siitteki kazein ¢oktiiriildiikten sonra kalan
sulu fazi tanimlayan bir terimdir. Bir¢cok fabrika {iriinii igerisinde toz hali kullanilir.
Siit serumu proteinleri tozu yenildiginde kana ¢ok hizli karisir, bu ylizden sporcular

tarafindan tercih edilmektedir. Yiiksek miktarlardaki protein igerigi sayesinde,
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spordan sonra kaslar i¢in gerekli olan zincirli amino asitlerin temini i¢in kullanilir (6,
25).

Siitteki kazein c¢oktiiriilmesi ile silipernetantta kalan proteinler, siit serumu
proteinleri olarak adlandirilir. Bu proteinler kazeinden daha fazla suda ¢oziinebilme
ozelligine sahiptir ve sicaklikla denaturasyona maruz birakilmiglardir (44).

Siit serumu proteinleri, her biri farkli molekiiler agirlikta ve saglik i¢in 6nemli major

ve mindr protein fraksiyonlari olarak gruplandirilir (29, 52, 79, 82).
4.2.2.Siit serumu proteinlerinin ticari ve klinik kullanim alanlar

Ticari ve klinik ag¢idan 6nemi olan siit serumu proteinleri a-laktalbiimin, [-
laktoglobulin, bovine serum albumin, immunoglobulinler, laktoferrin,
laktoperoksidazdir. Bu proteinler degisik biyolojik aktivite gosterirler ve farkl

farmasitik, niitrisyonal ve kozmetik {iriinlerin yapisina katilirlar (25, 38, 82, 101).

Siit tozu ve siit serumunda ki major proteinlerden biri olan laktoferrinin genis
bir kullanim alan1 vardir. Mikroorganizmalar ve bitkilerce rekombinant olarak
tiretilen insan laktoferrin proteini, insan ve hayvan saglig i¢in kullanilabilecek, ticari

bir Girindr.

Membran filtrasyonu ve iyon degisim kromatografisi teknikleri kullanima
girdikten sonra siit serumu proteinlerinin ozelliklede o-laktalbuminin bebek
mamalarin1  zenginlestirmek icin kullanimi artmustir  (47). Bebek mamalari
gelistirilirken anne siitiine benzemesi i¢in uzun siiren ugraslar verilmistir, inek siitii
kullanilarak insan siitiiniin niitrisyon komponentleri karsilastirilmas1 amaglanmistir.
Insan siitiiniin protein igerigi kalite ve miktar olarak inek siitiinden farklidir (43).
Bebek mamalar1 inek laktoferrin molekiiliiniin (bLF) ilk biiylik kullanim alanidir,
glinlimiizde ise kozmetik iiriinler, evcil hayvan besinleri, immiin sistemi destekleyen
dogal iiriinler, icecekler, fermente siit {iriinleri ve sakiz iiretiminde kullanilmaktadir.
Tiim bu kullanim alanlarinda laktoferrinin (LF) dogal antimikrobiyal, antioksidatif,
antiinflamatuvar, antikanser ve immunomodulator Ozelliklerinden yararlanmak

amaclanmaktadir (20, 51, 68).

Son zamanlardaki klinik caligmalar; LF’in enfeksiyonlarda ve enflamatuvar

hastaliklarda da etkili oldugunu gostermektedir. Yapilan son klinik calismalardan biri
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olan floconazolun asamali minimal inhibisyon konsantrasyonlariyla birlikte
kullanilan LF’nin vaginal patogenler olan C. Albinas ve C.Glabrata
enfeksiyonlarinda sinerjik etkisi ac¢iklanmistir (76). LF’in basit inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde gii¢lii bir molekiil oldugu rapor edilmistir (59). Japonya’da
devam eden kapsamli bir ¢alismaya gore kolon kanserine karsi potansiyel bir
koruyucu oldugu aciklanmistir (109). LF genellikle lipit oksidasyonunun
geciktirilmesi veya mikrobiyal liremenin sinirlandirilmasi amaciyla yiyeceklerde
koruyucu olarak kullanilmaktadir (67). Septisemi ve bir¢ok akut solunum sistemi
sendromu hastaliginda kan ve biyolojik sivilarda yiikselen LF degerlerinin marker
olarak kullanilabilecegi bidirilmistir (84). Ayni sekilde inflamasyon sirasinda
16kositlerin intestinal liimene akin etmeleri ile digskida artan LF seviyesi de, intestinal
inflamasyon hastalar1 i¢in biyolojik marker olarak kullanilabilir (32). Bu biyolojik
marker kronik inflamatuvar bagirsak hastaligi ve Crohn’s hastaligi i¢in spesifite ve
sensivite gostermektedir (16). Sigir a-laktalbiimin ve B-laktoglobiilinin, tripsin ve
kemotripsin ile parcalanmasindan elde edilen, bircok farkli peptitde gram-pozitif

bakterilere karsi anti bakterial aktivite gdsterir (80, 81).

Koyun siit serumu proteinlerinin hidrolizinden elde edilen peptidlerin ise
Escherichia Coli HB101, E.coli Cip812, Bacillus subtilis Cip5265 ve Staphylococcus
Aureus suglarinin gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir, ancak bu peptitler heniiz

tanimlanamamustir (24).

Biyoaktif peptidler intakt siit serumu proteinlerinin polipeptid zincirinde inaktif
formda bulunur. Siit serumu proteinlerinin intestinal kanalda sindirilmesiyle ortaya
¢ikan peptidler besin maddelerinin girigini ve hormon sekresyonunu stimiile ederek
postparandiyal metabolizmay1 diizenler. Bununla birlikte siit serumu proteinlerinin
terapotik yararlar1 biyoaktif peptid fermentasyonundan ¢ikan iirlinlere baglhdir (51).
Son yillarda diyetle alinan proteinlerin fizyolojik aktif unsurlar igerdigi daha sik
vurgulanir hale gelmistir (54, 82). Biyoaktif peptidler 3-20 amino asit igerir ve dogal
proteinlerin aktif peptit fraksiyonlar1 sindirim sonunda ortaya c¢ikar. Bu peptidler
serbestlestiginde hormon gibi davranarak regulasyona katilirlar. Pankreatik,

bakteriyal ve fungal enzimler biyoaktif peptit yapiminda kullanilir (81).
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Siit serumu proteinlerinin hipertansif etkisi de son 20 yildir arastirilan
konulardan biridir. Mukarami ve ark., 2004 yilinda, Japonya’da ticari olarak satilan
slit serumu proteinleri ile yaptiklar1 calismada piyasada bulunan 12 ¢esit siit serumu
orneginin antihipertansif ve ACE inhibitor etkisi oldugunu, bunlardan dort tanesinin
de giiclii hipertansif etki gosterirken ayni zamanda orta derecede ACE inhibitdr etkisi

oldugunu agiklamistir (75).

4.2.3.Siit serumu proteinlerinin immiin sistem iizerine etkileri

Insan bagisiklik sistemi bakteriyal, viral, fungal ve parazitik etkenlere ve kansere
kars1 6nemli koruyucu etkiye sahiptir (86).

Immiin sistemde yetmezlik kisinin enfeksiyon riskini ve hastalik siddetini
arttirmaktadir. Immiin sistem hastaliga kars1 spesifik ve nonspesifik yanitlar
gostermektedir. Spesifik immiin yanit T lenfosit ve B lenfositten liretilen antikorlar
araciligiyla olur. Nonspesifik immiin yanit ise cilt, mukoza, lizozim, kompleman ve
interferon gibi fizikokimyasal bariyerler ayrica dogal o6ldiiriicii (NK) ve fagositik
hiicreleri igerir. Siit ise immiin sistemi diizenleyen immiinoglobulinler, laktoferrin,
biiylime faktorleri ve glutatyon iiretimi i¢in gerekli amino asitlerden olusur. Bunlarin
yani1 sira otokrin ve/veya parakrin etkisi olan sitokin olarak adlandirilan pluripotent
polipeptidler de siit yapisinda bulunur (21, 31).

Intestinal liimende enfeksiyona karsi pasif immiinite lizozim, laktoperoksidaz,
laktoferrin ve kazein makropeptidler ile saglanir (7). Immiinoglobulinler pasif
savunmada yer alir ve intestinal liimende par¢alanmaya kars1 direnglidir (88).

Kolostrum olarak bilinen dogum sonrast ilk siit immiinoglobulinler,
antimikrobiyal peptidler, biiyiime faktorleri ve baska biyoaktif peptidlerden zengindir
(110). Kolostrumdan f{iretilen siit serumunda immiinglobulin konsantrasyonlari
yiiksektir ancak laktasyon sonrasi konsantrasyon azalir.

Siit serumu proteinlerinin iirtinleri aktif laktoferrin/metal baglayici aktivitelerden
zengindir. Laktoferrin hem stabil demir iyonlarinin salinmasina hem de oksidatif
reaksiyonlar1 katalizleyebilen serbest demir iyonlarinin temizlenmesine aracilik eder
(37). Laktoferrinin antimikrobiyal ve bakterisidal aktivitesine benzer ¢ok sayida {iriin
igeren siit serumu proteinleri intestinal kanal i¢in en iyi antimikrobiyal maddelerden

biridir.
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Immiinglobulinler siit tiirevlerinde agirhikli olarak bulunur ve siit serumu
proteinlerinin %1 kadarin1 olustururlar. IgG Clostridium difficile’nin toksinini
baglayarak bu enfeksiyonun kotii etkilerini engelledigi bildirilmistir. (116).
Antimikrobiyal peptidler dogal bagisiklik icin Onemli unsurlardir ve siit

proteinlerinin proteolitik olarak sindirilmesinden elde edilebilirler.

4.2.4.Siit serumu proteinlerinin antikanser aktivitesi

Nutrisyonal c¢alismalarda gidalarin antikanser etkileri genis bir gsekilde
arastirilmistir (17). Genel olarak hububat, yesil sebzeler, taze meyveler ve liflerden
zengin, diisiik doymus yaglardan olusan diyetin saglik agisindan faydali oldugu kabul
edilmektedir. Bu ¢alismalarda goreceli olarak inek siitiine daha az vurgu yapilmistir

Oleik asit ve a-laktalblimin birlesiminden olusan human alpha-lactalbumin made
lethal to tumor cells (HAMLET) molekiilii birgok modelde denenerek terapotik etkisi
bildirilmistir. Bu modellerdenbiri olan sican glioblastoma ksenograf modelinde,
insan glioblastoma doku kiiltiirlerinde gelisen sferoidler ve hiicre siispansiyonlari
farelere enjekte edilerek gerceklestirilmistir. Bu metodun uygulandigi hayvanlarda
HAMLET molekiilii verilmeyen farelerde tiimor belirtileri 7 haftada ¢ikarken
HAMLET verilenlerde daha ge¢ ortaya ¢ikmistir ve tiimor boyutlar1 daha kiigtiktiir.
Saglikli hayvanlara HAMLET molekiillii verildikten sonra herhangi bir zehirlenme
belirtisi goriilmemistir (26).

Deri papilloma hastalarinda yapilan bagka bir arastirmaya goére de placebo ile
karsilagtirmali olarak topikal uygulanmasiyla HAMLET molekiiliiniin %100
oraninda basarili oldugu goriilmiistiir (34). HAMLET molekiiliiniin daha ¢ok
apoptoza kars1 etkisi calisilmistir. Svensson ve arkadaglar1 tarafindan 2003 yilinda

kesfedilen bu protein hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (103).
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4.3.S1canlarda Meme Anatomisi ve Meme Gelisimi

Sekil.4.2. Sicanlarda meme anatomisi
(http://Necropsy of the Mouse/imagesbig/Image7.jpg&imgrefurl=http,
Erisim:07.05.2010)
4.3.1. Makroskobik anatomi

Meme bezleri sicanlarda servikal alandan inguinal alana dogru ventro leateral
olarak yerlesim gostermektedir. Dorsale dogru siibkiitan yassi fibroadipoz dokuyu
barindirir. Disi siganlarda ikisi servikal alanda, ikisi torosik alanda, son iki bezde
abdomino-inguidal alanda olmak {izere alt1 ¢ift meme bezi bulunur. Erkek sicanlarda
meme dokusu atrofiktir ve ¢cok nadir spontan meme tiimorlerine rastlanir. Bu ylizden

karsinogenez ¢alismalarinda kullanilmamaktadirlar (91).

Sekil.4.3. 55 Giinliik disi sigan meme dokusu
(http://ehp.niehs.nih.gov/realfiles/members/1996/104-9/russofig2big. GIF
Erisim17.05.2010)
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4.3.2. Mikroskobik anatomi

Sicanlarda meme ii¢ bolgeden olugmaktadir. Birinci bolge Zon A olarak
adlandirilir ve meme ucundan arkaya dogru fibroadipoz dokuya kadar uzanir, bir
veya iki major siit kanalindan olusur. Progresif olarak daha kiiciik duktuslarin ve
lateral tomurcuklarin bulundugu bdlge ise bezin Zon B kismindadir. Ayrica bu bolge
intramamaryan lenf nodlarini igerir. Bezin son kismi terminal duktal yapilari ve
terminal tomurcuklar iceren Zon C olarak adlandirilan bélgedir bezin en aktif
kismdir.

Meme duktuslar tiibiiller yapida olup i¢ ylizeyleri epitel hiicrelerinden, dis
ylzeyleri ise bazal membran iizerine yerlesmis miyoepitel hiicrelerinden olusur.
Epitel hiicrelerinin kalinlig1 ve yapilarindaki farklilagma hiicrelerin yerlesim yerine
gore degisiklik gosterir (90).

Sican meme dolusunda major duktuslar tek tabaka ya da psddostratifiye tabaka
kloumnar veya kiiboidal hiicrelerden olusur. Liimene dogru uglar1 kiint yapidaki
mikrovilli yapisi uzanir. Hiicreler insandaki gibi gelismis bag kompleksleri ile
birbirlerine tutunur. Terminal tomurcuklar ise biiyiik kiip seklinde hiicrelerden
olusup cok katli epitelyum hiicreler icerirler, hiicre proliferasyonunun en yogun
oldugu yerlerdir (92).

‘Cap’ hiicreleri terminal tomurcuklarda bazal membranin hemen altina
yerlesmislerdir. Duktus ve miyoepitel hiicreleri cap hiicrelerinden olusur (90, 92).
Miyoepitel hiicreleri epitel tabakasi ile bazal membran arasina yerlesmistir, insan

miyofibriline benzeyen aktin ve miyozin liflerinden olusur.

4.3.3.S1canlarda deneysel meme kanseri modeli

Sicanlarda meme kanseri arastirmalarina bazi tiirlerde spontan meme
tiimorlerinin olustugunun farkina varilmasiyla baslanmistir. Cesitli suslardaki disi
sicanlarda yasla beraber hormon-bagimli meme kanseri olusabilmektedir. Erken
yasta yapilan ooferektomi sonrasinda siganlarda meme kanseri olusumu tamamen
engellenmekte ya da geciktirilmektedir (117).

Yaglanma ile beraber reprodiiktif siklusun sona ermedigi ve hormonal

dengesizliklerin eslik ettigi durumlarda meme tiimorlerinin olustugu goriilmiistiir (2).
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Deneysel hayvan modelleri kanser inisiasyonu, progresyonu ve ¢ok basamakli
karsinogenez hakkinda bir¢ok bilgi sunmaktadir. Sicanlarda meme tiimorleri virlis
enfeksiyonlari, genotoksik kimyasallar ve radyasyonla indiiklenebilmektedir (18).
Meme kanseri aragtirmalari i¢in ideal hayvan modeli insanda goriilen hastalig: taklit
etmelidir. Meme kanserinin insanlarda kimyasallarla ya da genotoksik ajanlarla
olustuguna dair net bir kanit olamasa da yasam boyunca bireylerin gesitli ¢cevresel
karsinojenlere maruz kaldig1 bilinmektedir. Polisiklik hidrokarbonlar, nitroziireler ve
aromatik aminler gibi ¢evrede yaygin olarak bulunan toksik kimyasallarin in vitro
deneylerde insan meme hiicresi kiiltiirlerinde epitelde mutasyon ve neoplastik
transformasyonu indiikledigi gosterilmistir (94).

Olusturulan neoplastik degisiklikler karsinogenezin baglamasina sebep olan
konak faktorleri hakkinda bilgi vermekte, yas ve reprodiiktif duruma bagli olusan
degisiklikler, ovaryan plasental ve pitiiiter hormonlarin etkilerini gésterebilmektedir.
Meme dokusu iyonize radyasyonun vyarattigi karsinojenik etkiye en yatkin
dokulardan biridir.

Iyonize radyasyonun etkilerinin incelendigi hayvan modellerinin ilki 1950
yilinda disi Holzman siganlarmma, 6 ay boyunca supraletal dozda X 1sm1
uygulanmasiyla, bening ve malign meme tiimorleri olusturulan calismadir (27).
Radyasyonun geng¢ virjin sicanlarda daha ¢ok karsinojenik etki yarattigi
bilinmektedir. X 1sinlari, notronlar, fraksiyone y-radyasyonun, doza bagl olarak,
lineer etki yaratarak, bir yillik siiregcte siganlarda degisik tipte meme tiimorleri
olusturuldugu gosterilmistir (14).

Hiicre kiiltiirleri meme kanseri patofizyolojisinin arastirilmasinda diger bir
yontemdir. Siganlarda olusturulan meme tiimorleri ya da insan meme tiimorleri iki
boyutlu hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilarak hiicre—hiicre, hiicre-ekstraseliiller matriks
etkilesimleri arastirilabilmektedir (49).

Yeni gelistirilen ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirlerinde E-kadherin gibi ¢esitli adezyon

molekiillerinin invazyon ve metastazda ki rolii ve anjiogenez arastirilmaktadir (45).
4.3.4.Genotoksik kimyasallarla olusturulan meme kanser modelleri

Kimyasallarla olusturulan meme tliimorleri cesitli basamaklardan gecerek

olusmaktadir. Kimyasal uygulamasindan sonra ilk basamakta hiicresel DNA ile
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karsinojen kars1 karsiya gelerek DNA’ da biyokimyasal bir tahribat olusturur. Bu
etkilesimden olusan DNA hasar1 onarilmazsa sonu¢ mutasyon, kromozomal
translokasyon, regiilatér genlerin inaktivasyonu olabilir. Neoplazi; olusan hasarin
geri doniistimsiiz olup otonom hiicre proliferasyonunun olusmasi ile baslar, invasyon
ve metastaz basamaklari ile devam eder (119).

Sigan suslar1 arasinda degisik karsinojenlere karsi genetik olarak hassasiyette

farkliliklar mevcuttur. Genetik yatkinligt da nesilden nesile aktarildigi
savunulmaktadir (41).
Sicanlarda polisiklik hidrokarbonlar, nitroziireler, aromatik aminler meme kanserini
tetikleyebilmektedir. Bu kimyasallar arasinda 7,12-Dimetilbez(a) andresen (DMBA),
N-metil N-nitroziire (MNU), monokloroasetik asit (MCA), 2-asetiaminofloren, 3,4-
benzopiren, etilnitroziire ve biitilnitroziire meme kanserini tetikleyici ajanlar olarak
kullanilmaktadir.

Sigan suglar1 arasinda Buffalo, Sprague-Dawley, Lewis, Wistar/Furth suslari
kimyasallara kars1 en hassas gruplardir. Fisher, August, ACI ve Copenhagen suslari
genelde kimyasallara karsi direnglidir. Makroskobik olarak hassas suslarda %70
oraninda meme timori olusturulabilirken bu oran direngli suslarda %10°dan azdir.

Meme karsinogenez caligmalarinda en fazla Sprague-Dawley daha sonra Wistar
suslar1 kullanilmaktadir. MNU direkt olarak meme hiicresi DNA’sina etki eden bir
ajan olarak gorev almakta ve doza bagli olarak degisen sikliklarda meme tiimorleri
olusturmaktadir. Uygulama sonrasinda aktif kimyasala parcalanir. MNU ise direkt
etkili karsinojenler sinifindandir (107).

Meme kanserinin patogenezinde ii¢ ayri mekanizmanin etkin oldugu One
stiriilmektedir. Meme hiicrelerinde proliferasyon ile apoptoz arasindaki hassas
dengenin bozulmasiyla, oksidatif stresin yarattig1 serbest radikal hasar1 ve endokrin
degisikliklerin olusmasi kanser olusumunu indiiklemektedir (39,40).

Bahsedilen endokrin degisiklikler prolaktin ve Ostrojen seviyelerinde artis,
progesteron seviyesinde diisis ile apoptoz-supresor gen indiiksiyonundan
olugmaktadir. Meme dokusunda Ostrojenler metabolik etkileri ile serbest radikal
miktarini artirmaktadirlar. Meme bezi epitelinde Ostrojenin olusturdugu oksidatif

DNA hasarinin 8-oxo0-2-deoksiguanozinin indiiksiyonuyla ger¢eklestigi gosterilmistir

(74).
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Meme  karsinogenezinde apoptoz TNF-a ve kaspazlar tarafindan
olusturulmaktadir. TNF-a bir enflamatuar sitokin olup makrofajlar ve lenfositler
tarafindan salgilanmaktadir. Tiimor hiicrelerine karsi sitolitik ya da sitostatik
etkilerinin yaninda karmagik bir etki sistemine sahip olup hiicrelerde nekroz ve
apoptozu hizlandirmaktadir. Kaspaz-3 (sistenil aspartat proteinaz) molekiilii oksidatif
stres durumunda apoptozun olusumunu saglamaktadir (54).

Oksidatif stres ve olusan serbest radikal hasari tek basma karsinogenezin

baslamasinda ve progresyonunda énemli bir basamaktadir (64).
Meme bezini olusturan hiicreler ii¢ farkli evrede denge halinde bulunmaktadirlar. Bu
evreler siklus evresi, dinlenme evresi (Go) ve 6liim evresidir. Meme bezinde bu i¢
evrede bulunan hiicre popiilasyonlar1 hiicre siklusu ¢aligmalari, biiylime fraksiyonu
ve hiicre kayb1 Ol¢iim yOntemleriyle tanimlanabilmektedirler. Biiylime
fraksiyonundan kasit siklus iginde gelisimlerine devam eden hiicrelerin
tanimlanmasidir. Hiicre siklus zamani ve biliylime fraksiyonu belirlenerek
linite/zaman’da c¢ogalan hiicre sayis1 gosterilmis olur. Meme dokusu degisimini
tamamlamaya yakin ya da eriskin meme dokusuna doniislirken ¢ogalan hiicre sayisi
Olen hiicre sayisina esitlenmeye baslamaktadir (93). Geng virjin siganlarin meme
dokusunda mevcut olan terminal tomurcuklarinin karsinojenlere daha fazla hassas
olmalar1 bu bdlgedeki hiicrelerin aktif olarak proliferasyon gosteren epitele sahip
olmalarina baglanmistir. Terminal tomurcuklardaki aktif proliferasyon varligi mitotik
ve DNA indeksi hesaplamalariyla gosterilmistir. Terminal tomurcuklarda ve terminal
duktuslarda mitotik indeksler yiiksektir, bu oran proksimale dogru gidildikce
azalmaktadir (95)

4.3.5.N-Metil N-Nitroziire ve tiimor indiiksiyonu

MNU, C,HsN3;0; kapali formiiliine sahip su i¢inde ve polar organik ¢oziiciilerde
¢oziinebilen, yliksek oranda karsinojenite, teratojenite ve toksisiteye sahip bir
kimyasaldir. Instabil bir madde olan MNU 1s1, 151k ve havayla temasinda
diazometana doniisiir. MNU direk etkili bir ajan olup, DNA’ya geri doniisiimsiiz
baglanarak, mutasyonlara sebep olur ve karsinojenezi indiikler. MNU doza baglh
olarak tiimér indiiksiyonu saglayabilmektedir. Intravendz ya da intraperitonal MNU

uygulamasindan sonra hassas sigan suslarinda 8-21 arasinda timor olusumu
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goriilebilmektedir. MNU ile tiimoér indiksyonunda disi virjin siganlar
kullanilmaktadir (83, 91, 92).

Virjin siganlarda endokrin modifikasyonlar gergeklesmedigi i¢in karsinojene
kars1 daha hassastirlar. Wistar ve Sprague Dawley si¢canlarda karsinojene en hassas
olunan donem, 40-60 giinliikk olduklar1 déonemdir. Olusan malign timor sayist MNU
dozuyla (20-50 mg/kg) orantil1 olarak artarken, yas arttik¢a olusturulabilecek timor
sayist azalmaktadir. Sicanlarda MNU ile meme kanseri olusturulmasinda timor
olusumunun meme dokusundaki terminal tomurcuklardan basladig1 diisiiniilmektedir.
Terminal tomurcuklarin en fazla oldugu donem 40-60 giinlik olduklar1 déonemdir
(90, 92). Gebelikle birlikte terminal tomurcuklar alveolar tomurcuklara gelismekte
yani1 sira karsinojene hassasiyet azalmaktadir (72).

MNU uygulamasindan sonra DNA hasari, terminal tomurcuklarda intraduktal
proliferasyona sebep olur. Intraduktal proliferasyonla olusan hiicreler morfolojik
olarak terminal tomurcuklardan biiylklikleri ve homojen olmayan hiicre
kompozisyonlar1 ile ayrilirlar. Hiicreler yaklasik iki katina ulasirken, periduktal
stromada dezmoplastik reaksiyon, baslar bu bolgeye enflamatuar hiicre gocii
gerceklesir. MNU uygulamasindan ii¢ hafta sonra 10-20 arasi alanda intraduktal
proliferasyon baslamakta, 10 hafta sonrada bu oran % 30’a yiikselmektedir (74).
Intraduktal proliferatif degisiklik prekanserdz lezyon olarak kabul edilmektedir.
Sicanin MNU’ya maruz kalmasi sonrasinda yiiksek oranda intraduktal proliferasyon
ger¢ceklesmesine ragmen bu etkiye maruz kalan tiim siganlarda meme karsinomu
goriilmemesinin sebebi bilinmemektedir (90, 91).

Fakat intraduktal proliferasyonla birlikte olusan stromal reaksiyon ve
enflamatuar yanit ne kadar fazla ise karsinom siklig1 o kadar artmaktadir. Malign
transformasyona ilerleyen intraduktal proliferatif degisikliklerde stromal alanda
heparan siilfat gibi proteoglikanlarin miktarinin arttigi, proteoglikanlarin otokrin
yanit1 uyardigi, ortamdaki biiyiime faktorleri i¢in reseptdr gorevi istlendikleri ve
sonugta bu faktorlerin neoplaziyi hizlandirdiklar1 6ne siiriilen teoriler ararsindadir.
MNU ile olusturulan sican meme kanseri modeli, bizlere ¢esitli sekillerde meme
karsinogenezinin aydinlatilmasinda bilgiler sunmaktadir. Bunlar su sekilde

tanimlanabilir.
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1. MNU ile olusturulan meme kanseri modellerindeki tiimorler insan meme
kanserinde oldugu gibi siklikla duktal epitelden kaynaklanmaktadir.

2. Timdrler terminal tomurcuklarda olusan premaling lezyonlardan sonra
gelismektedir.

3. MNU ile olusturulan tiimér modeli, terminal tomurcuklardaki proliferatif
degisim ve apoptotik hiicre 6limii hakkinda bilgiler sunmaktadir.

4. MNU ile olusturulan hiperplastik, premalign ve malign lezyonlar insandaki
lezyonlarla bezerlik tasidigi igin ¢esitli kimyasal ajanlarin  hayvan

modellerinde denenip karsinogenez lizerine etkileri arastirilabilmektedir.

4.3.6.Karsinojen ile olusturulan meme tiimorlerinin siniflandirilmasi

Karsinojen maruziyeti iki temel siniftaki timorlerin olusumuna neden olur.

= Stromal/epitelyum orjinli tiimdrler
* Being/maling timorler

Bu tiimorler histolojik 6zelliklerine gore alt siniflarina ayrilarak incelenmektedir.
(83, 89).

Sicanlarda olusturulan meme tiimdrleri arasinda en sik invaziv papiller
karsinomlar goriilmektedir. Papiller karsinomlar yogun fibrovaskiiler ¢ekirdege sahip
olup, lenfosit ve mast hiicreleri barindirirlar. Siklikla {ilserasyona ve bdlgesel
nekroza yol agarlar. Fibrovaskiiler alanda gelisen epitelyum, kalinlig1 ve sitolojik
ozelliklerine gore Grade I ve Grade II seklinde siniflandirilirlar. Grade I tiimdrler
birka¢ kat epitel hiicresinin yaninda kisa papiller goriiniime sahiptir. Grade II
timorler daha seyrek bag dokusu lizerinde sekonder (papilla) olan epitel hiicreleri
vardir (71,72). Sigan meme kanseri modellerinde olusan palpabl kitlelerin neoplastik
degisikliklere bagli olduklar1 ancak histopatolojik olarak dogrulanabilmektedir.

Karsinojen indiiksiyonu esnasinda reaktif olarak meme dokusuna uyan
bolgelerde lenfoid hiperplaziler, cilt ve cilt adneksiyal yap1 tiimorleri, hibernomlar,
tikriik bezi hiperplazileri (servikal meme bezleri komsulugunda), apseler
olusabilmektedir. Bu Kkitlelerin tiimii ayiric1 tanilar arasinda yer almaktadir.
Sicanlarda olusturulan meme tliimorlerinde malignite kriterleri su sekilde

belirlenmistir.
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[-Makroskopik Kriterler
» Kisa siirede hizli bliylime gostermesi, cilt iilserasyonu varligi

* Nekroz ve hemoraji iceren yumusak karakterlerde doku olusumu.

[I-Histopatolojik Kriterler
= Normal yapmin kaybi, pleomorfizm varligi, papilla formasyonu
» Miyoepitel iizerinde tek tip hiicre varligi, degisik oranlarda fibrozis ve
enflamatuar yanit olugmast
» Niikleositoplazmik oranda artig, oval niikleus yapisi, leptokromatik goriiniim,
bir veya iki belirgin niikleus, yaygin mitoz varligi.

= Kas, dermis, yag dokusu invasyonu
[11-Biyolojik Kriterler

» Lenfnodu ve akciger metastazi (yash sicanlarda)

* GOzilin 6n kamarasinda anjiojenik cevap olusumu.
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5.GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismast Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmis (Proje no: SAG-C-YLP-270109-0011) ve Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(Onay tarihi ve sayisi: 20.11.2008-63.2008.mar).

Calismamiz Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan
Laboratuari, Patoloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda

gergeklestirilmistir.
5.1.Deney Modeli Olusturulmasi
5.1.1.Deney hayvanlari ve deney ortami

Calismalarda ortalama agirliklar1 180-300 g olan 130 giinliik Wistar Albino
virjin disi siganlar kullanildi. Hayvanlar beserli kafeslerde 12 saat gece, 12 saat
glindiiz olmak tizere % 40 nem ve 20 °C sicakliga sahip ortamda tutuldu.
5.1.2.Hayvanlarin beslenmesi

Tiim gruplardaki siganlar pellet formundaki standart ticari yem ile 6 g/10 g viicut
agirligi/giin olacak sekilde beslendi. MNU grubu, MNU+SSP grubu, SSP grubu ve
kontrol grubunda hayvanlarin igme sular1 ¢cesme suyu olarak verildi.
5.1.3.Karsinojen madde hazirlanmasi ve uygulanmasi

Yiiksek derecede karsinojenik bir madde olan MNU ile g¢aligilirken, calisma
alaninda olas1 kirlenmeleri engellemek amaciyla filtre kagidi ile kaplandiktan sonra
ceker ocak altinda tartim yapildi. Madde 1s18a duyarli oldugu i¢in ¢oziiciiniin

bulundugu tiipler aliiminyum folyo ile sarildi. Coziicii olarak 6 ml % 0.9° luk

fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisinin pH degeri <5 olacak sekilde asetik asit ¢ozeltisi ile
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ayarlandi. Ardindan 300 mg MNU ¢o6ziicli i¢ine konuldu ve vortex karistirici
(Yellow line TTS2) ile karnistirildi. Son konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde
hazirlanan MNU ¢ozeltisi buz {izerinde hayvan laboratuarina gotiiriildii ve siganlar
tartilarak 50 mg/kg olacak sekilde 26 gauge 3/8’lik ignelerle intraperitonal
enjeksiyonlar yarim saat i¢inde yapildi. Enjeksiyon 100 giin ara ile 2 kez yapildi ve
ikinci uygulamada da tiim islemler tekrarlandi.

Karsinojen ¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan tiim malzemeler c¢ift kat hastane

atik posetlerine doldurulup uygun sekilde imhasi saglandi.

5.1.4. Siit serumu proteinleri ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Calismamizda Kavi Gida’dan temin edilen siit serumu proteinleri konsantresi (
Ek I: Kavi Gida ) kullanildi. Gavaj sirasinda verilen siit serumu proteinleri ¢ozeltisi
su sekilde hazirlandi: 5 g siit serumu proteinleri tartildiktan sonra 50 ml’ lik falkon
tiiplerine aktarildi ve hacim ultra saf su ile 50 ml’ye tamamlandi. Karistiric1 (Mixer
820 Swelab Instrument) ile tiim kat1 madde su i¢inde homojen olarak dagilana kadar
karistirildi, Sigma 2-16K santrifiij aleti ile 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatantlar ayrildi. Siipernatantlar 2 ml/sican olacak sekilde haftada 2 kez hafif,

eter anestezisi altinda, feeding tiiple ve orogastrik gavajla verildi.

5.2.Deney Yontemi

5.2.1. Deney gruplar

Bu c¢alismada 130 giinliik 40 adet disi, virjin, Wistar Albino tiirii sigan kullanildz.
Sicanlara 50 mg/ml n-metil n- nitroziire (MNU), intraperitonal enjeksiyonla, 100 giin
ara ile iki kez verilerek deneysel meme kanseri olusturulmast amaglandi (107).

Diger gruplara ise MNU enjeksiyonu ile ayn1 anda, haftada iki kez 2 ml orogastrik
gavajla siit serumu proteinleri ¢ozeltisi, veya fizyolojik tuzlu su verildi. Siganlar 180

giin sonunda sakrifiye edildi ve 6rnekler toplandi.
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Calismanin Gruplari:

Kontrol grubu (n=10): 130 giinliikten itibaren ¢alisma boyunca haftada iki kez
olmak iizere feeding tiip ile 2 ml steril fizyolojik su (FTS) orogastrik gavajla verildi.
[lk MNU uygulamasindan 180 giin sonra hayvanlar sakrifiye edildi, érnekleme
yapildu.

MNU grubu (n=10): 130 giinliikten itibaren ¢alisma boyunca n-metil n-
nitroziire (MNU) 50 mg/kg, intraperitonal ve 100 giin ara ile iki kez verildi. Ilk MNU
uygulamasindan 180 giin sonra siganlar sakrifiye edildi, 6rnekleme yapildi.

MNU+SSP grubu (n=10): 130 giinliikten itibaren ¢aligma boyunca n-metil n-
nitroziire (MNU) 50 mg/kg, intraperitonal ve 100 giin ara ile iki kez verildi. MNU
uygulamasi ile birlikte haftada iki kez orogastrik gavajla 2 ml siit serumu proteinleri
verildi. Ilk MNU uygulamasindan 180 giin sonra siganlar sakrifiye edildi, 5rnekleme
yapildu.

SSP grubu (n=10): 130 giinliikten itibaren calisma boyunca haftada iki kez
olmak iizere feeding tiip ile orogastrik gavajla 2 ml siit serumu proteinleri ¢ozeltisi
verildi. 180 giin sonra hayvanlar sakrifiye edildi, 6rnekleme yapildi.

Sicanlarin anestezisi intraperitoneal olarak verilen ketamin 100 mg/kg; Ketalar®
(Eczacibasi Warner Lambert, Istanbul) ile saglandi. Ardindan hafif eter inhalasyon
anestezisi altinda intrakardiyak kan alinarak 6tenazi gercgeklestirildi. Tiim gruplarda
sicanlar ilk tlimor indiiksiyonundan 180 giin sonra sakrifiye edildi, bir kisim meme
dokusu formaldehid i¢ine yerlestirilerek patolojik incelemeye gotiiriildii, kalan meme
dokusu ile karaciger ve bobrekler c¢ikarildi aluminyum folyo ile sarilip sivi azot
icersinde dondurularak -20 °C’ de saklandi. Otenazi sirasinda alman kan drnekleri
santrifiij edilerek serum kismi ayrildi, serum Ornekleri ependorf tiipler iginde —20

°C’de saklandh.
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5.2.2. Deney gruplarinin akis semasi

1.MNU 2.MNU

l l

DOGUM —  130giin — 5 230 giin — 310 giin—— sakrifikasyon

Haftada 2 kez fizyolojik tuzlu su (2ml) orogastrik gavaj ile verildi.

Sekil.5.4. Kontrol grubu deney akis semas.

DOGUM — 130giin — 230 giin — 310 giin—> sakrifikasyon

Haftada 2 kez siit serumu proteinleri ¢ozeltisi (2ml) orogastrik gavaj ile verildi.

Sekil.5.3. SSP grubu deney akis semasi.

1.MNU 2.MNU

L

DOGUM — 130giin —» 230giin ——»310giin — sakrifikasyon

Sekil.5.2. MNU grubu deney akis semas.

1.MNU 2.MNU

L

DOGUM — 130gin — 230 giin — 310 giin—> sakrifikasyon

Haftada 2 kez siit serumu proteinleri ¢ozeltisi (2ml) orogastrik gavaj ile verildi.

Sekil.5.1. MNU-+SSP grubu deney akis semas.
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5.2.3.Hayvanlarin Takibi

Calisma boyunca siganlar, agirlik, hastalik, tiimor gelisimi ve sag kalim
acisindan takip edildi. Haftalik olarak kilo o6lgtimleri yapilarak kayit edildi. Gruplar
icindeki hayvanlarin yeme aligkanliklar1 ve su tiiketimleri izlenip farkliliklar kayit

altina alindi.

5.2.4.Hayvanlarin sakrifikasyonu, kan ve doku érneklerinin incelenmesi
Orneklerin alinmasindan once hayvanlara hafif eter inhalasyon anestezisi
yapildi, daha sonra intrakardiyak kan alinarak otenazi gergeklestirildi. Otenazi
sirasinda alinan kan ornekleri santrifiij edilerek serum kismi1 ayrildi. Serum 6rnekleri
ependorf tiipler iginde biyokimyasal analizler yapilmak tizere —20 °C’de saklandi.
Bobrek, karaciger ve meme dokularinin iiger tanesi her biri i¢in ayr1 ayri olmak iizere
aliminyum folyoya sarilip, etiketlendi ve siv1 azot igerisinde dondurularak saklandi.
Geri kalan 3 meme dokusu tamponize edilmis %10’ luk formalin soliisyonunda

saklandi.

5.3.Biyokimyasal Analizler

5.3.1.Doku homojenatlarimin hazirlanmasi

1) 200-300 mg doku alindi, kan pihtist ve eritrositlerden arindirmak i¢in 50 mM
fosfat tamponu (1 mM EDTA igeren, pH=6.7) ile durulandi.

2) Daha sonra doku 1.2 ml fosfat tamponu ile homojenize edildi.

3) Homojenat 15 dakika siireyle 10,000 x g, 4 °C” de santrifiij edildi.

4) Siipernatant ayrildi. Kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

5.3.2.Dokuda lipit peroksidasyonu

Prensip: Tiyobarbitiirik asidin okside lipitlerle reaksiyonu sonrasi olusan renkli iiriin
spektrofotometrik olarak saptanir.

Ayiraglar: Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi: 0.5 g TBA 20 ml ultra-saf suda
sitilarak ¢oziiliir, tizerine 2.5 ml 1N NaOH eklenir ve ultra-saf su ile 50 ml’ye

tamamlanir.
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Deneyin Yapilisi: 250 ul homojenat, esit hacim 250 ul TBA ayiraciyla karistirilir.
Kaynar su banyosunda 1 saat tutulur. Soguduktan sonra 1.5ml metanol konulur. 532
nm’de absorbanslar okunur.

Hesap: Sonuglar, malondialdehit (MDA) i¢in saptanmis olan ekstinksiyon katsayisi
(1.56 x 10° M' cm™) kullamlarak n mol/g doku cinsinden hesaplandi (8).

5.3.3.Dokuda protein oksidasyonu

Prensip: Oksidan etki sonucu protein yapilarinda olusan karbonil gruplari 2.4-
dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona sokulup olusan {iriiniin verdigi absorbans
spektrofotometrik olarak hesaplanir.

Ayiraglar:

1) % 20 ve % 10 Trikloroasetik asit (TCA)

2) 2,4-DNPH (19.8 mg/ 10 ml 2 N HCl iginde)

3) IN NaOH c¢ozeltisi

Deneyin Yapilisi: Homojenatin protein igerigi 0.5-1 mg olacak sekilde ayarlanir.
Daha sonra 250 pl 6rnek alinir ve 500 pl %20 TCA ile karistirilir. 11,000 x g ‘de
santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi. Cokelti iizerine 500 ul DNPH ilave
edildi. Oda sicakliginda ara sira kanistirilarak 1 saat inkiibe edildi. Uzerine 500 pl
%20 TCA eklendi, 2-3 dakika bekletildikten sonra, 11,000 x g’ de 3 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant atildi, ¢okelti % 10 TCA ile yikandi. Tekrar santrifiij edilerek, bu
islem iki kez tekrarlandi. Pellete 1 ml 1N NaOH eklendi ve 37 °C’ de tutularak
¢Oziilmesi saglandi. Olusan rengin absorbansi 360 nm’de okundu. Blank olarak
DNPH yerine 2 N HCI kullanild1.

Hesap: Sonuglar protein karbonilleri igin ekstinksiyon kat say1st olan 22,000 M cm™

! kullanilarak pmol/mg protein olarak ifade edildi (62)

5.3.4.Dokuda glutatyon tayini

Prensip: Glutatyon ile o-phthaldialdehit (OPT) kompleksi tarafindan olusturulan
tiriiniin yaydig1 floresans yogunlugu, zamanin bir fonksiyonu olarak ol¢iiliir.
Ayrraglar:

1) Meta-Fosforik Asit Coktiiriicii Reaktifi: 1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2
g disodyum EDTA ve 30 g NaCl saf su ile ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir.
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2) OPT Reaktifi: 25 mg OPT, 25 ml metanolde ¢oziiliir.

3) Fosfat Tamponu (0.1 M): 13.8 g NaH2PO4 (monobazik), 1.46 g (0.005 M)
EDTA 1 It ultra-saf suda ¢oziiliir. pH, 1 N NaOH ile 8’e ayarlanir.

4) Meta-Fosforik Asit Ekstraksiyon Sollisyonu: 1 ml Meta-Fosforik Asit
Coktiirlicii Reaktifi(No:1) ile 0.9 ml ultra-saf su ile karistirilir.

5) N-Etilmaleimid (NEM): 125 mg NEM, 25 ml ultra-saf suda ¢oziiliir.

6) 1 N NaOH : 6 g NaOH, 150 ml ultra-saf suda ¢oziiliir.

5.3.5.Glutatyon Standartlarinin Hazirlanmasi

1) Stok GSH Standardi: 100 mg GSH, 100 ml ultra-saf suda ¢oziiliir. Seri
diliisyon ile 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/dl olacak sekilde standart serisi hazirlanir.

2) Numune Hazirlanmasi: 100 pl EDTA’lh kan, Meta-Fosforik Asit
Ekstraksiyon Soliisyonu eklenir.1000 x g’de 10 dak. santifriijden sonra supernatant
kismi ayrilir.

Yontem:

1) Hem standart hem numune i¢in, 200 pl fosfat Tamponu floresans plagina
pipetlenir.

2) 10 pl standart, numune, kontrol, eklenir.

3) 10 pl OPT, her kuyuya ilave edilir.

4) Oda 1s1sinda 15 dak. Inkube edilir.

5) Bu siire sonunda 420 nm’de emisyon ve 350 nm’de eksitasyon olacak sekilde
floresans okunur.

6) Sonuglar umol GSH / g Hb olarak ifade edilir.

Hesap: Standart grafik ¢izilir ve sonuglar grafikten okunur.

Normal Degerler: 9.6 + 3 mg/L (15).
5.4. Elektroforetik Analizler
5.4.1.Meme dokusundan 1s1 sok proteini ekstraksiyonu
Elde edilen meme dokular1 (100 mg), 2 ml soguk parcalama tamponu (% 0.04

EDTA), % 1 Triton X-100, 1 mM PMSF ve % 0.02 Tris-HCI (pH 6.8) ile parcalandi.
Homojenat +4°C” de 15000 x g’de (Eppendorf Centifuge 5810 R), 20 dakika
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santrifiij edildi. Ust sivida bulunan suda ¢oziinebilen proteinler, SDS-PAGE ve
Western Blot analizinde kullanilmak tizere -70 °C’ de saklandi (120).

5.4.2.Protein konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Prensip: Protein ekstrelerinin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Lowry
yontemi kullanildi. Proteinler alkali ¢ozeltide bakir ile reaksiyona sokulup bakir-
peptid bagi-protein kompleksi olusturulur. Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmesiyle
indirgenen tirozin ve triptofan kalintilar1 bu komplekslerle birlesirler. Olugan mavi
renk spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
Ayrraglar:
1) % 2 Na,COs3, 0.1 M NaOH c¢ozeltisi i¢inde hazirlanir.
2) % 0.5 CuSOy, %1’ lik NaK tartarat icinde hazirlanir.

3) 50 birim 1 no.lu ¢6zelti, 1 birim 2 no.lu ¢ozelti ile karistirlir.
4) Folin-Ciocalteu ayiraci (kullanilacagi zaman 1:1 sulandirildi)
5) Standart: % 0.2’ lik bovine serum albumin ¢dzeltisi

Uygulama: Bir deney tiiptine 50 pl 6rnek konulup tizerine 3 no.lu karisim eklendi, 15
dakika siire ile oda cakliginda bekletildi. Daha sonra 0.1 ml sulandirilmis Folin-
Ciocalteu c¢ozeltisi eklenip 1 saat siire ile bekletildikten sonra 750 nm’de
absorbanslar okundu. Bovine serum albumin ¢dzeltisi kullanilarak standart grafigi

olusturuldu. Hesaplar grafik kullanilarak yapildi.

5.4.3. Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Suda ¢oziinebilen hiicresel proteinlerin denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile ayristirilmasinda islem sirasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.1°de, jellerin
hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢ozelti oranlar1 ve islem siras1 Tablo 3.2°de verildi.
Once jelin 1. kismi (ayirma jeli) dokiildii ve hava ile temasi engellemek iizere jel
yiizeyi 1 ml ultra saf su ile kapatildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik
1 saat) ylizeydeki su uzaklastirildi ve jelin 2. kismui (ylikleme jeli) dokiiliip tarak
yerlestirildi. Polimerizasyon sonunda (yaklasik 30 dakika) jel kaseti elektroforez
aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell, BIO-RAD) yerlestirildi ve 6rnekler 1:1 oraninda
ornek ytlikleme tamponu ile karistirilip 5 dakika kaynatildiktan sonra, her bir cepte 15

ug protein olacak sekilde uygulandi.
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Tablo 5.1. SDS-PAGE i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Cozeltiler Bilesenleri
Akrilamid........cccooevveeiennennnn. 30g
Stok akrilamid ¢ozeltisi Bis akrilamid............cccccuvennennne 08¢g

1.875 M Tris-HCI1 tamponu (pH 8.8)

0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8)

%10 SDS

%10 Amonyum perstilfat (APS)

(polimerizasyon baslatici, taze hazirlanir)

1 x Yiriitme tamponu (25 mM Tris, 192

mM glisin, %0.1 SDS, pH 8.3)

Ornek yiikleme tamponu

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
Trizma-Baz.........cccoevveeennn. 4543 g
3 N HCl ile pH 8.8’e ayarland1
Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi
Trizma-Baz.........ccceevvveviennnnnn. 14.54 ¢
3 N HCl ile pH 6.8’¢ ayarland1

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
APS .o 0.1g

Distile su ile I ml’ye tamamland1

TTIS it 303 g
GlSIN..eeeieeeieecee e 144 g
SDS.ce e lg

0.6 M Tris-HCI (pH 6.8).......... 5 ml
SDS. 05¢g
SUKroz......coovviiiiiiii S5¢g
B-Merkaptoetanol.................. 0.25
ml

Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml

Distile su ile 50 ml’ye tamamlandi
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Tablo 5.2. SDS-PAGE'de kullanilan jelin hazirlanmasi

Soliisyonlar Ayirma jeli Yiikleme Jeli
(%10 Akrilamid) (% 5 Akrilamid)
Stok akrilamid soliisyonu 13.3 ml 1.35ml
1.875 M Tris-HCI1 tamponu (pH 8.8) 8.0 ml -
0.6 M Tris-HCI1 tamponu (pH 6.8) - 1.0 ml
%10 SDS 0.4 ml 0.1 ml
Su 18.1 ml 7.5 ml
%10 Amonyum persiilfat (APS) 0.2 ml 0.05 ml
Karigimin havasi alindi
TEMED 14 pl 14 pl
Jel kasetine dokiildii

Elektroforez islemi sabit voltajda (200 V) gerceklestirildi. Bromfenol mavisine

ait bant jelin alt kenarina ulasana dek (~40 dakika) ayirim siirdiiriildii. Islem sonunda

akim kesilerek jel kaset arasindan ¢ikarildu.

5.4.4.immiinolojik Analizler

Bu analizlerde, %10 poliakrilamid iceren SDS-PAGE (Walker, 2002) ile ayrilan

proteinler, elektroblot yontemi ile 1 saat boyunca 100 V akim uygulayarak

polivinilidin difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Proteinlerin, dogru bir sekilde

aktariminin yapilip yapilmadigini géstermek i¢cin membran proteinlere gegici olarak

baglanan Ponceau S (%] asetik asit i¢inde hazirland1) ile boyandi. Ponceau S boyasi

distile su yikanarak ortamdan tamamen uzaklastirildi. Membran % 5 (w/v) slit tozu

(% 0.05 Tween-20 igeren PBS icinde hazirlandi) ile bloke edildikten sonra, bloklama

solisyonu icinde 1:1000 oraninda hazirlanan primer antikorla (HSP27, Stressgen)

oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
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Membran, yikama soliisyonu (% 0.05 Tween-20 iceren PBS) 15 dakika
araliklarla degistirilerek 1 saat yikandiktan sonra, bloklama soliisyonu iginde
hazirlanan sekonder antikor ile [keci anti-fare IgG (Fab), HRPO (yaban turpu
peroksidazi) ile isaretli konjuge antikor (Stressgen), 1:5000] oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi. Membran yikama soliisyonu ile tekrar yikandiktan sonra, spesifik
protein bantlari “ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham)”

kullanilarak rontgen filmi (Hyperfilm) iizerine yansitildi.

5.4.5.Densitometrik Analizler

Western blot ile film iizerine aktarilan goriintiiler densitometrede (GS-800
Calibrated Densitometer, BIO-RAD), “Quantity One®™ SW” yazilmi kullanilarak

goriintiilendi ve karsilastirildi. Milimerte kare basina diisen optik densite hesaplandi.

5.5. istatistiksel Analizler

Analizlere ait tiim sayisal veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Aritmetik
ortalamalar (X) ve standart sapmalar (SD) hesaplandi. Gruplar arasindaki farklarin
anlamli olup olmadigini belirlemek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-
way ANOVA) testi yapildi. Anlamlilik sinir1 olarak P<0.05 olarak kabul edildi. Bu
istatistiksel islemler GraphPad Prism 4.0 paket programu ile gerceklestirildi.

Denatiire Jel Elektroforezi ve Western Blot

Dort farkli hayvan grubundan (NMU uygulananlar, NMU ve SSP uygulananlar, SSP
uygulananlar, kontrol) elde edilen suda ¢dzilinebilen proteinler, her bir cepte 15 pg
protein olacak sekilde jellere yiiklendi. Jellerdeki proteinler daha Once anlatilan
yonteme gore PVDF membranlara aktarildi ve membranlara aktarim Ponceau S
boyast ile kontrol edildikten sonra HSP27 antikoru ile isleme sokuldu. Spesifik
protein bantlari, “ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham)”

kullanilarak rontgen filmi (Hyperfilm) {izerine yansitildi.
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6.BULGULAR

Hayvanlarin 6n degerlendirmesi hastalik, sag kalim, toksisite, kilo alim1 gibi
parametrelerce degerlendirildi. Gruplar arasinda kilo artisi, sag kalim, hastalik
acisindan herhangi bir farka rastlanmadi. Haftada bir kez MNU enjeksiyonu yapilan

gruplarda palpasyonla muayenede tiimor dokusuna rastlanmadi.
6.1. Dokuda Glutatyon (GSH) Ol¢iimleri

Karaciger, bobrek ve meme dokusunda glutatyon (GSH) diizeyleri

incelendiginde asagidaki sonuglar elde edildi.

Karaciger glutatyon (GSH) seviyeleri Tablo.6.1. ve Sekil.6.1. ile gosterilmigtir.
Karaciger dokusunda, sayisal deger olarak, GSH miktar1 en fazla olan grup kontrol

grubu, en diisiik olan grup ise MNU grubudur.

Tablo 6.1. Karaciger dokusu GSH degerleri

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol  (n=9) 38.15+1.62
SSp (n=10) 32.97+1.86
MNU (n=10) 21.21£0.55
MNU+SSP (n=10) 25.92 +1.80

Gruplar karsilastirildiginda, SSP ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit
edilememistir (P<0.0529). MNU grubu GSH seviyeleri MNU+SSP grubuna gore
degerlendirildiginde anlamli derecede diisiik bulunmustur (P=0.0016). MNU ve
Kontrol grubu karsilastirilmasinda P degeri 0.0058, anlamli derecede diisiiktiir.
Yine MNU grubu ile SSP grubu karsilastirilmasinda da benzer bir deger elde
edilmistir (P=0.0013). MNU+SSP grubu ile SSP grubu degerlendirildiginde anlaml
bir fark gézlenememistir (P=0.931).
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Karaciger GSH

nmol/g doku

Gruplar

Sekil 6.1. Karaciger dokusu GSH degerleri.

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmigtir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.

Bobrek dokusu glutatyon (GSH) seviyeleri Tablo.6.2. ve Sekil.6.2. ile

gosterilmistir.

Bu bulgulara gére MNU grubu GSH miktar1 MNU-+SSP grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik (P=0.016) bulunmustur. Ayn1 grup SSP
grubuyla karsilagtirildiginda da anlaml olarak diisiiktiir (P=0.015). Kontrol grubu
GSH miktar1t MNU grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.001).
MNU ve MNU+SSP grubu arasinda anlamli derecede diisiik bulunmustur
(P=0.015). MNU+SSP grubu, bobrek GSH miktarlari, kontrol grubundan anlaml
derecede diisiik bulunmustur (P=0.031). SSP ve kontrol gruplar1 arasinda bobrek
GSH miktarlari agisindan anlamli bir fark yoktur (P=0,947).
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Tablo 6.2. Bobrek dokusu GSH degerleri.

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=9) 30.07 £ 1.11
SSp (n=10) 29.89 +2.28
MNU (n=10) 23.60+ 0.58
MNU+SSP (n=10) 26.62 +0.97
Bobrek GSH
40-

P e " T

e

-

nmol/g doku

e

Q N
&? &

Gruplar

Sekil 6.2. Bobrek dokusu GSH degerleri

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmigtir.

Meme dokusu glutatyon (GSH) seviyeleri Tablo.6.3. ve Sekil.6.3. ile gosterilmistir.
Bu bulgulara gére MNU grubu meme dokusunu GSH seviyeleri ile MNU+SSP
grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli  fark bulunamamistir
(P=0.115). MNU degerleri SSP grubuna goére anlamli derecede diisiik bulunmustur
(P=0.043). MNU grubu ile kontrol grubu GSH degerleri arasinda anlamli bir fark
tespit edilememistir (P=0.425). MNU+SSP ve SSP gruplar1 arasinda anlamli bir
fark saptanamamustir (P=0.245). MNU+SSP ve kontrol gruplari arasinda da fark
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bulunamamistir (P=0.543). SSP ve kontrol grubu GSH seviyeleri arasinda anlamli

bir fark bulunamamustir (P=0.154).

Tablo 6.3. Meme dokusu GSH degerleri

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=8) 20.50 = 1.63
SSp (n=10) 25.44 £2.64
MNU (n=9) 18.87 £ 1.18
MNU+SSP (n=9) 21.77+1.28
Meme GSH
40-
5 30+
=
S —_—
E’ 20- u l:l:l: T
3 e e
E um
< 10 e
o o 'l u =
O Q
¢ s o"é)
Qw\
Gruplar

Sekil 6.3. Meme dokusu GSH degerleri.

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU-+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmigtir.

6.2 Dokuda Malondialdehit (MDA) Ol¢iimleri

Karaciger malondialdehit (MDA) miktarlar1 Tablo 6.4 ve Sekil 6.4 ile

gosterilmistir.
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Karaciger MDA degerlerine bakildiginda en yiiksek MNU grubunda, en diisiik
deger de kontrol grubunda tespit edilmistir. Bu bulgulara gére SSP grubu karaciger
MDA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek (P=0.021) bulunmustur. MNU ve MNU+SSP grubu MDA
seviyeleri karsilastirilmasinda MNU grubu MDA seviyeleri anlamli derecede
yuksektir  (P<0.0001). MNU grubu ile SSP grubu MDA sevileri
karsilagtirlmasinda; MNU grubu MDA seviyeleri anlamli derecede yliksek
bulunmustur  (P<0.0001). MNU ve kontrol grubu MDA seviyeleri
karsilagtirmasinda da ayni sekilde, MNU grubu MDA seviyeleri anlamli derecede
yuksek bulunmustur (P<0.0001). MNU+SSP grubu ile SSP grubu arasindaki
karsilastirmada anlamli bir farka rastlanamamistir (P=0.361). MNU-+SSP ile
kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmada da anlamli bir farka rastlanamamigtir

(P=0.169).

Tablo 6.4. Karaciger dokusu MDA degerleri.

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=9) 0.190 +0.013
SSP (n=10) 0.236 +0.013
MNU (n=10) 0.529+0.018
MNU+SSP  (n=10) 0.218+0.014
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Sekil 6.4. Karaciger dokusu MDA degerleri

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmigtir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.

Bobrek malondialdehit (MDA) seviyeleri Tablo 6.5 ve Sekil 6.5 .. ile
gosterilmistir.  SSP ve Kontrol gruplar1 arasinda bobrek MDA seviyeleri
karsilagtirildiginda; SSP grubu doku MDA seviyeleri, anlamli derecede yliksek
bulunmugtur (P<0.0001). MNU ve MNU+SSP gruplart MDA seviyeleri agisindan
karsilastirildiginda, MNU+SSP  grubu degerleri anlamli derecede diisiik
bulunmustur (P=0.0002). MNU grubu MDA degerleri, SSP grubu degerleri ile
karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU grubu
MDA seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli derecede yliksektir (P<0.0001).
MNU MDA seviyeleri MNU+SSP grup degerleri ile karsilagtirildiginda MNU
degerleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU+SSP ile kontrol
grubu arasinda anlaml bir fark vardir (P<0.0001).
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Tablo 6.5. Bobrek dokusu MDA degerleri

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=8) 0.346 = 0.017
SSp (n=9) 0.621 +=0.023
MNU (n=9) 1.257 £0.063
MNU+SSP (n=9) 0.925 +0.025
Bobrek MDA
2.0-
1.5
£ 1T
o)
LS
2 1.0- -1
©°
£
< 0.5-

Gruplar

Sekil 6.5. Bobrek dokusu MDA degerleri

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmigtir.

Meme malondialdehit (MDA) seviyeleri Tablo 6.6 ve Sekil 6.6. ile gosterilmistir.
SSP ve kontrol grubu MDA seviyeleri karsilagtirildiginda, SSP grubu MDA
seviyeleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU ve MNU+SSP
gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada ise MNU grubu meme MDA diizeyleri,
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P=0.0004). Meme dokusu MDA
seviyelerinin SSP ve MNU gruplar arasindaki karsilagtirmasinda SSP grubu MDA
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degerleri anlamli derecede diisiik bulunmustur (P<0.0001). MNU MDA degerleri,
kontrol grubu meme MDA degerlerinden anlamli derecede yiiksektir (P<0.0001).
MNU+SSP grubu MDA degerleri, SSP grubu MDA degerlerinden anlamli
derecede yliksek bulunmustur (P<0.0001). MNU+SSP grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda ise anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001).

Tablo 6.6. Meme dokusu MDA degerleri.

GRUPLAR nmol/g doku
Kontrol  (n=8) 0.215 £0.010
SSp (n=9) 0.323 +£0.014
MNU (n=7) 0.645 £ 0.034
MNU+SSP (n=7) 0.466 +0.015
Meme MDA
0.8+
0.6-

nmol/g doku
o
t

o
N
1

0.0

4 N Q

Gruplar

Sekil 6.6. Meme dokusu MDA degerleri.

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU-+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.
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6.3 Dokuda Protein Karbonil (PCO) Ol¢iimleri.

Karaciger PCO miktarlar1 seviyeleri Tablo 6.7 ve Sekil 6.7 ile gdsterilmistir.
Bu bulgulara gore SSP karaciger PCO seviyeleri ile kontrol grubunun ki ile
karsilastirilinca, SSP grubu karaciger PCO seviyeleri istatistiksel acidan anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU ve MNU+SSP karaciger PCO
degerleri karsilagtirmasinda, MNU grubu degerleri anlamli derecede ytiksektir
(P<0.0001). MNU ve SSP gruplart karsilastirildiginda ise MNU grubu PCO
degerleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU grubu PCO
degerleri kontrol grubuna gore de anlamli derecede yiiksektir (P<0.0001).
Karaciger dokusunda ki PCO degerleri karsilastirmasinda SSP ve MNU+SSP
gruplara bakildiginda MNU+SSP grubu anlamli derecede yiliksek bulunmustur
(P<0.0001). MNU+SSP grubu karaciger PCO degerleri, kontrol grubuna goére de
anlamli derecede yliksek bulunmustur (P<0.0001).

Tablo 6.7. Karaciger dokusu PCO degerleri.

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol  (n=9) 3231 £2.23
SSP (n=10) 56.30 +1.04
MNU (n=10) 106.81+ 3.48
MNU+SSP (n=10) 69.68 +£2.22
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Selkil 6.7. Karaciger dokusu PCO degerleri.

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.

Bobrek protein karbonilleri (PCO) seviyeleri Tablo 6.8 ve Sekil 6.8 ile
gosterilmistir. Bobrek dokusunda en yiiksek PCO degeri MNU grubunda, en diisiik
deger ise kontrol grubunda tespit edilmistir. SSP ve kontrol gruplar1 arasinda bir
karsilastirma yapildiginda; SSP grubuna ait PCO degerleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulunmugstur (P<0.0001). MNU grubu PCO degerleri
MNU+SSP grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (P<0.0001). MNU grubu PCO
degerleri, SSP grubuna gore; anlamli derecede yiiksektir (P<0.0001). MNU ve
kontrol grubu karsilastirildiginda da MNU grubu PCO degerleri anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU+SSP grubu degerleri ile SSP grubu
degerleri karsilastirildiginda, SSP grubu degerleri anlamli derecede diisiik
bulunmustur (P<0.0001). MNU+SSP degerleri kontrol grubu karsilastirmasinda da
MNU+SSP degerleri anlamli derecede yiiksektir (P<0.0001)).
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Tablo 6.8. Bobrek dokusu PCO degerleri.

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=10) 30.28 +£1.30
SSP (n=9) 45,18 +1.62
MNU (n=9) 106.01 +3.84
MNU+SSP  (n=10) 73.62 +4.40
Bobrek PCO
150+

2, N

< 004

'c ——
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Gruplar

Sekil 6.8. Bobrek dokusu PCO degerleri

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.

Meme dokusu protein karbonilleri (PCO) seviyeleri Tablo 6.9 ve Sekil 6.9 ile
gosterilmistir. Bu bulgulara gére meme dokusunda en yiiksek PCO degerleri MNU
grubunda, en diisiik PCO degerleri ise kontrol grubunda tespit edilmistir. SSP ve
kontrol gruplart meme PCO degerleri agisindan karsilastirildiginda; SSP grubu
PCO degerleri, anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P<0.0001). MNU ve
MNU+SSP gruplar1 arasindaki karsilastirmada ise MNU-+SSP grubu PCO degerleri
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anlamli derecede disiiktir (P=0.0037). MNU grubu PCO degerleri SSP grubu
degerlerine gore de kontrol grubu degerlerine gore de derecede yiiksektir (Her ikisi
icin de: P<0.0001). MNU+SSP grubu, SSP grubu ve kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda MNU-+SSP grubu PCO degerleri anlamli derecede yiiksektir
(Her ikisi i¢in de: P<0.0001).

Tablo 6.10. Meme dokusu PCO degerleri

GRUPLAR n mol/g doku
Kontrol (n=R) 13.43 £1.23
SSP (n=9) 21.77 £0.70
MNU (n=7) 4597 +£2.84
MNU+SSP  (n=7) 3491 +1.20
Meme PCO
60+
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s 407 -I—
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Gruplar

Sekil 6.9. Meme dokusu PCO degerleri

MNU grubu 90 giin ara ile iki kez 50 mg/ kg MNU enjekte edilmistir. MNU-+SSP grubuna 90 giin
ara ile iki kez 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve 6 ay boyunca haftada iki kez 2ml SSP orogastrik
gavajla verilmistir. SSP grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml SSP orogastrik gavajla
verilmistir. Kontrol grubuna 6 ay boyunca haftada iki kez 2 ml fizyolojik su orogastrik gavajla
verilmistir.
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6.4 Meme Dokusu Is1 Sok Proteini Ol¢iimii

HSP 27 6l¢iimii meme dokusunda yapilmistir. En yiiksek HSP 27 miktar1 MNU
enjeksiyonu yapilan grupta bulunmustur. En diisiik miktar ise kontrol grubunda
tespit edilmistir. MNU grubunda 8 ve 9 numarali sicanlarda HSP 27 miktarlar1 tim
gruplarda ki si¢anlardan daha ytiksek bulunmustur (8 sican HSP 27 degeri 11.0856,
9 sican HSP 27 degeri 11.4812). MNU+SSP grubunda HSP27 miktarlart MNU
grubundan daha diisik bulunmustur, ancak gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanamamustir (P=0.342).

Tablo 6.10. Meme dokusu HSP27 miktarlar:

GRUPLAR OD/ mm”
Kontrol (n=6) 3.149 £ 0.432
SSP (n=9) 5326+ 0.361
MNU (n=9) 5821+ 1.126
MNU+SSP  (n=7) 4.490 + 0.485

Gruplara ait tiim membran goriintiileri ve HSP27 miktarlar1 asagidaki sekillerde
(Sekil 6.10 - Sekil 6.17) verilmistir.
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MW KDa:

118 KDa B-Galaktozidaz

90 KDa BSA
50 KDa Ovalbumin
36 KDa Karbonik anhidraz

27 KDa B-Laktoglobiilin
20 KDa Lizozim

Sekil 6.10 Kontrol grubuna ait membran goriintiisii

Gruptaki sicanlara haftada iki kez 2 ml SSP verilmistir. Olgiimler iki tekrarl olarak yapilmustir.

20+

Sekil 6.11. Kontrol grubu HSP 27 miktarlari

Gruptaki sicanlara haftada iki kez 2 ml SSP verilmistir. Olgiimler iki tekrarli olarak yapilmistir.



MW KDa:

<— 118 KDa B-Galaktozidaz

<— 90 KDa BSA

<—50 KDa Ovalbumin

<—36 KDa Karbonik anhidraz

<—27 KDa B-Laktoglobiilin

<—20 KDa Lizozim

Sekil 6.12 SSP grubuna ait membran goriintiisii

Gruptaki sicanlara haftada iki kez 2 ml SSP verilmistir. Olgiimler {i¢ tekrarli olarak yapilmistir.

20+

VR AR AR R PP

Sekil 6.13 SSP grubu HSP 27 miktarlar

Gruptaki sicanlara haftada iki kez 2 ml SSP verilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.
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MW KDa:

<—— 118 KDa B-galaktozidaz

<——90 KDa BSA
<——50 KDa Ovalbumin

<——36 KDa Karbonik anhidraz

<——27 KDa B-Laktoglobiilin
<——20 KDa Lizozim

Sekil 6.14 MNU grubu membran goriintiisii

Gruptaki siganlara 100 giin ara ile iki kez i.p. 50 mg/kg MNU enjeksiyonu yapilmustir. Olgiimler ii¢
tekrarli olarak yapilmistir.

NY s k6 A 9 9
Sekil 6.15 MNU alan gruptaki HSP 27 miktarlar1

Gruptaki siganlara 100 giin ara ile iki kez i.p. 50 mg/kg MNU enjeksiyonu yapilmugtir. Olgiimler iig
tekrarli olarak yapilmistir.
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MW KDa:

<— 118 KDa B-Galaktozidaz
<——90 KDa BSA

<——50 KDa Ovalbumin

<——36 KDa Karbonik anhidraz

<——27 KDa B-Laktoglobiilin
<——20KDa Lizozim

Sekil 6.16 MNU+SSP grubuna ait membran goriintiisii

Gruptaki siganlara 100 giin ara ile iki kez i.p. 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve haftada iki kez 2 ml
SSP verilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

N e R

Sekil 6.17 MNU-+SSP alan gruptaki HSP 27 miktarlar

Gruptaki siganlara 100 giin ara ile iki kez i.p. 50 mg/kg MNU enjeksiyonu ve haftada iki kez 2 ml
SSP verilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.
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7.TARTISMA ve SONUC

Stit serumu proteinlerinin antioksidan, antimikrobiyal, immiin yanitt
destekleyici, agiz sagligin1 koruma gibi pozitif etkilerinin yani sira meme kanseri,
prostat kanseri, kolon kanseri ve uterus kanseri gibi kanser tiirlerinde
antikarsinojenik etkisi gosterilmistir (8). Diyetle alinan siit serumu proteinlerinin,
sicanlarda tiimor olusum siirecinde kronik global gen ekspresyonunu degistirdigi
gosterilmistir. Siit serumu proteinlerinin biiylime faktorii, néroendokrin ve immiin
sistem genleri gibi genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek anti-tiimor etki
gosterdigi diisiiniilmektedir. Ayrica siit serumu proteinleri kanser hiicreleri i¢in
antiproliferatif ajan olan somatostatini indiikleyerek tiimdr olusum siirecini inhibe
ederler. Rowlands ve arkadaglari (89), diyet ile alman soya ve siit serumu
proteinlerinin karaciger ve meme dokusunda bulunan ve karsinojen aktivasyonunda

gorev alan faz [ enzimlerinin ekspresyonunu azalttigini da rapor etmislerdir.

Kanserden oliim nedenleri arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
alan meme kanseri, gelismekte olan iilkelerde yasayan kadinlar arasinda en sik

goriilen malignansilerden biridir. (32)

Insan meme kanseri modeli olarak DMBA veya MNU ile indiiklenmis meme
timorleri kullanilmaktadir (117) Her iki kimyasal da meme dokusunda etkilidir.
Olusan tiimorler duktal orijinlidir ve farkli hormonlara pozitif yanit verir. DMBA ile
indiiklenmis tiimorler MNU ile indiiklenmis olanlara gore daha fazla prolaktin
bagimli ve daha az agresif tiirdedir (39). MNU ile indiiklenmis olanlar DMBA’ya
gore Ostrojene daha bagimli, bolgesel, invasif ve metastaza daha yatkindir (66).
Deneysel meme kanseri c¢aligmalarinda c¢esitli ajanlarin  koruyucu etkileri
incelenmistir (109). Bu ¢alismada sicanlarda kimyasal bir karsinojen olan MNU ile
deneysel meme tiimdrii olusturularak siit proteinlerinin koruyucu etkileri

arastirilmistir.

Hayvan modelleriyle yapilan deneysel meme kanseri caligmalarinda ¢esitli
ajanlarin koruyucu etkileri gosterilmistir (4, 5, 26, 29, 42). Siit serumu proteinlerinin
antioksidan etkilerinden yararlanilarak benzer sonuglar elde edilmistir (9, 10, 35).
Hakkak R. ve arkadaslarinin ¢alismasinda (35); DMBA ile indiiklenmis tiimorlerin
gelisimine diyetle alinan siit proteinleri, soya proteinleri ve kazeinin etkisi

arastirilmistir. Bu ¢aligmada siit serumu proteinleri ile beslenen siganlarda daha az
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sayida timor gelistigi, timor gelisen sican sayisinin yizde olarak azaldigi ve

tiimorlerin ¢esitliliginin azaldig1 bildirilmistir. (35)

Stit proteinlerinin meme kanserindeki koruyucu etkisinin aragtirildigi
calismamizda bu amagla kontrol, MNU, MNU+SSP ve SSP gruplari olusturulmustur.
Sicanlarda MNU enjeksiyonu sonrasinda makroskopik olarak yapilan incelemede
meme tlimoriine rastlanamamistir, ancak MNU grubunda iki sicanda invasif timor
dokularinda artan HSP 27 ekspresyonunun arttig1 bulunmustur. Ayrica oksidatif stres
parametrelerinin degisimleri incelenerek meme kanserindeki rolleri agiklanmaya
calistlmistir. Oksidatif stres parametreleri genel olarak incelendiginde; MNU
enjeksiyonu yapilan siganlarda, tiim dokularda oksidatif stres olustugu
anlagilmaktadir. Gruplarin timi i¢in elde edilen degerler kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda oksidatif stres kosullarina uygun degisiklikler gozlenmistir. MNU
enjeksiyonu ile birlikte siit serumu proteinleri verildiginde bu parametrelerin normal

degerlere yaklastig1 gozlenmistir.

MNU ve siit proteinleri verilen siganlar oksidatif stres parametreleri acisindan
degerlendirildiginde; kontrol grubu ile istatistiksel bir farka rastlanmazken, bobrek
ve karaciger dokularinda MNU grubuna gore anlamli derecede yiiksek degerler
bulunmustur. Incelenen gruplar iginde GSH miktar1 en az olarak tespit edilen
sicanlar, tiim dokular i¢in MNU enjeksiyonu yapilanlardir. Siit serumu proteinleri
verilip MNU enjeksiyonu yapilan grupla, kontrol grubu karsilastirildiginda ise GSH
miktarlarinin = kontrol grubu degerlerine yaklastigi gozlenmektedir. Gelisen
timorlerde oksidatif stresle savasan dokularda GSH konsantrasyonlar1 artmaktadir

(52).

Siit serumu proteinlerinin zengin sistein igerikleri ile doku glutatyon miktarlarini
arttirdig1 ve proliferasyonunun gerilemesine yol actig1 bildirilmistir (9). Ayrica, besin
takviyesi olarak alinan, siit serumu kaynakli sisteinin, lenfosit glutatyon seviyelerini
anlaml1 bicimde arttirdig1 gosterilmistir (121). Ote yandan, sistein ve glutatyonun
sentetik bir Onciilii olan ve genellikle mukolitik bir ajan olarak bilinen N-
asetilsisteinin  DNA’ya baglanan cesitli karsinojenleri bloke ederek, hiicre
proliferasyonunu ve metastaz1 inhibe ettigi ve DNA tamir mekanizmalarini
diizenledigi bildirilmistir (121). Siit serumu proteinleri ile yapilan bir ¢alismada

sicanlarda doku GSH konsantrasyonlarnin arttigr goriilmistiir, bunun siit serumu
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proteinlerinde bulunan ve glutatyon sentetazin substrati olan y-glutamil sistein

seviyelerinin yiiksekligine bagl oldugu diistiniilmiistiir (11).

Siit serumu proteinlerinden biri olan LF’nin oral yoldan alindiginda, kimyasal
karsinojenle indiiklenen kolon, karaciger ve Ozafagus tiimdrlerini baskiladigi
bildirilmistir (86). Calismamizda, doku MDA miktarlar1 i¢cin de benzer sonuglar
bulunmustur. En yliksek MDA degerleri, MNU enjeksiyonu yapilan sican
dokularinda tespit edilmistir. Karaciger bobrek ve meme dokularinda MDA degerleri
MNU verilen grupta ylikselirken, MNU+SSP grubunda MDA degerlerinin yiikseldigi
goriilmiistiir. Siit serumu proteinleri i¢indeki LF ve a-laktalblimin etkisiyle doku lipit
peroksidasyon miktarinin azaldigi diisiiniilmektedir (52). Yaklasik otuz c¢aligmanin
sonuglarina gore sigir LF ni timdr gelisimini azaltmaktadir (52). Karsinogezis timor
etkilerinin yan1 sira, farelerde kemoterapi sirasinda humoral ve hiicresel immiin
yaniti hizlandirmaktadir (4). Tiimor tasiyan farelere oral yoldan verilen LF’nin,
intestinal epitel hiicrelerden IL-18 diiretimini, lamina propiadan IFN-y, intestinal
mukozadan CD4+, CD8+ ve NK hiicreleri iiretimini arttirmaktadir (53, 114).
Farelerde oral yolla alinan rekombinant insan LF, meme kanseri ve skuamoz timor
gelisimini engelledigi bildirilmistir. Radyoterapi sirasinda, cis-platinyumla sinerjik
etki gdstererek tiimor gelisimini, bagirsaktan IL-18 ekspresyonunu, dalakta NK hiicre

aktivitesini, kanda ise CD8+T hiicre sayisin1 arttirir (112).

Ote yandan, siit proteinlerinin antioksidan etkileri zengin siilfidril gruplariyla
iliskilendirilmektedir. Protein karbonilleri agisindan karsilagtirilan gruplarda da,
karaciger, bobrek ve meme dokularinda en yiliksek PCO degerlerine MNU
enjeksiyonu yapilan siganlarda rastlanmistir. Siit serumu proteinlerinden biri olan ve
agir metallerle selat olusturabilen o-laktalbiiminin bu 06zelligi ile etanol ile
indiiklenmis mide {lseri i¢in koruyucu oldugu ve oksidatif stresi azalttigi

bildirilmistir (15).

Calismamizin, daha 6nce kolon, melanoma, prostat, papiloma gibi kanser
tirlerinde etkisi belirtilmis olan siit serumu proteinlerinin, kanser gelisiminde
protektif etkileri olan bir diyet destegi oldugunu oOne siiren ¢alismalari

destekleyecegini umuyoruz.
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Hilmar™ 8010 Whey Protein Concentrate

TYPICAL AMINO ACID PROFILE
_Amine acids represented as gl 100g of product

Alanine 3.5
Arginine 2.3
Aspartic Acid 8.4
Cystine/Cysteine 1.7
Glutamic Acid 13.3
Glycine 1.4
Histidine 1.6
Hydroxyproline <0.1
Iscleucine*]] 4.6
lLeucine*( 88
Lysine* 7.5
Mathionine* 1.6
Phenylaianing® 26
Proline 6.6
Sarine 4.6
Threonine® 4.5
Tryptophan® 1.3
Tyrosine 2.3
Valine*(l 4.4

“Essential Amino Acids [} Branched-Chain Amino Acids (BCAA}
“«

TYPICAL FATTY ACID PROFILE
Fatty acids represenied as g/100g of product

Saturated Fatty Acid 2.23
Monounsaturated Fatty Acid 1.20
Folyunsaturated Fatty Acid 0.87
_Trans Fatty Acid o AL

PROTEIN FRACTIONS

Reta-Lactoglobutin  50-60%
Alpha-Lactalbumin 12-16%
Glycomacropeptide {GMP) 15-20%
fremunoglobulin {1gG) 5.-8%
Bovine Serum Albumin (BSA) 3-5%
Lactoferrin {Lf) <1%

PHYSICAL CHARACTERISTICS

Hilmar™ 8010 is a spray-dried, cream-colored powder
with a btand flavor profile. It is homogeneous, free
flowing and non-caking.

PACKAGING

44 .09 Ib. (20 ko) heat-sealed, multi-wall kraft bag with
inner polyethytene bag liner. Twenty-four bags per
pallet.

STORAGE / SHELF LIFE

Shelf life is two years from the date of manufacture.
Sheif life will be enhanced through ideal storage
conditions, which include temperatures below 25" C,
75% relative humidity, and an odor-free environment.
Stacks should be used in rotation, preferably within
twelve months.

RECOMMENDED LABEL
Whey Protein Concentrate
Lecithin

ORDERING INFORMATION
PART CODE FOB

200003 Hilmar, CA USA

This information is presented for consideration in the bellef that it is accurate and reliable. however, ne warranty, either expressed or implied, is made and no lreedom from
fiability from patents, lrademarks, or ofher limitations shouls be inferred. Any data Fisted are averages Only and are pol {0 be considered a3 guaranices, expressed or

implied, nor as a condition of sale.

Hilrar ingredients is a division of Hifmar Cheese Company

Product of USA
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Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
1. Proje Asistant TUB.ITA'K Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji 2009-2010
Enstitiisti-Gebze
TUBITAK Miihendisligi ve Bi knoloji
2. Proje Asistant UBITAK Gen Mihendisligi ve Biypteknoloji 2009-2010
Enstitiisti- Gebze
3. Proje Asistam Marmara UNIVERSITESI Tip Fakiiltesi 2007-2008
Biyokimya Anabilim Dali
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce
* Cok 1iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Yabanci Dil Sinav Notu
KPDS |UDS IELTS TOEFL IBT TOEFL PBT | TOEFL CBT |FCE CAE CPE
62,5

#Bagarilmus birden fazla smav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir




# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil Sinavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Sinavi; IELTS: International
English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-Based Test TOEFL PBT:
Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-
Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in
English

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 70.734 71.531 71.299
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Word Cok iyi
Excell Cok iyi
Power point Cok iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Uluslararasi ve Ulusal Yaymlari/Bildirileri/Sertifikalari/Odiilleri/Diger

e 19-24 Mayis 2009, Antalya-XII.Ulusal Kolon ve Rektum Cerrahisi Kongresi ** Siit serum proteinlerinin
(Whey) deneysel kolorektal kanser gelisimine etkisi. <> (2009) Ozet kitabi, S: 221, P92 (Poster sunumu)

e 4-9 Temmuz 2009 Prag-34th FEBS Congress ‘’Antioxidant activity of whey and whey hydrolysates.
The FEBS Journal 276, Suppl.1 (2009) P 8-9, p.299. (Poster sunumu)

e 11 Eyliil 2009, istanbul-Yaglanma ile Ilgili Hastaliklarin Molekiiler Mekanizmasi ve Mikro Besinlerin
Rolii ©* Deneysel kolon kanseri modelinde siit serumu proteinlerinin koruyucu etkisi. ¢ (S6zlii sunum)

e 9-12 Haziran 2010, istanbul - 3. IMPPS Third International Meeting on Pharmacy & Pharmaceutical
Sciences °° Evaluation of antioxidant activity and chemical composition of black and green teas
(Poster sunumu)





