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1. ÖZET 

Dünya genelinde meme kanseri oranı sürekli artmaktadır, bu nedenle 

meme kanserinin tedavisinde kullanılabilecek terapötik ilaçların geliĢtirilmesi 

önemlidir. ÇalıĢmamızda, Raloksifen ve Fluoksetinin, tek baĢlarına veya 

beraber kullanılarak DMBA ile oluĢturulmuĢ meme kanseri üzerindeki 

potansiyel terapötik etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Wistar Albino türü 32 adet diĢi sıçan DMBA (Grup I), DMBA+RAL 

(Grup II), DMBA+FLX (Grup III), DMBA+RAL+FLX (Grup IV) olmak 

üzere dört gruba ayrıldı. Meme dokusunda ve plazmada VEGF, M-CSF, 

MMP-9 ve TIMP-1 düzeyleri ELISA yöntemiyle ölçüldü. Kanserli meme 

dokularındaki MDA ve GSH düzeyleri ile SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri 

spektrofotometrik yöntemlerle tayin edildi. 

Tedavi gruplarının plazma CA15-3 düzeyleri DMBA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında tüm tedavi gruplarında anlamlı bir Ģekilde azaldığı 

görülmüĢtür. Plazma VEGF ve TIMP-1 düzeyleri DMBA grubu ile 

kıyaslandığında, tüm tedavi gruplarında anlamlı olarak azalmıĢken, bu 

gruplardaki plazma M-CSF düzeylerindeki azalmalar anlamlı bulunmamıĢtır. 

Plazma MMP-9 düzeyindeki anlamlı azalma sadece RAL+FLX grubunda 

gözlendi. 

Tedavi ajanları uygulanan sıçanların doku CA 15-3, VEGF, M-CSF ve 

MMP-9 düzeylerinde DMBA grubuna oranla bir azalma gözlenmiĢtir. Tüm 

tedavi gruplarında CA 15-3 ve M-CSF düzeylerindeki azalma istatistiksel 
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olarak anlamlı iken, VEGF düzeylerinde sadece RAL+FLX grubunda 

istatistiksel olarak bir anlamlılık görülmüĢtür. Ayrıca, MMP-9 düzeylerindeki 

en anlamlı düĢüĢ RAL ile tedavi edilen grupta gözlenirken, TIMP-1 

düzeylerindeki anlamlı artıĢ sadece RAL+FLX grubunda görüldü. 

DMBA grubu ile karĢılaĢtırıldığında; doku MDA düzeyleri, FLX grubu 

dıĢındaki bütün tedavi gruplarında anlamlı olarak azalırken, doku SOD, GSH-

Px ve CAT aktiviteleri bütün tedavi gruplarında arttmıĢtır. Sadece RAL+FLX 

grubunda GSH-Px ve CAT aktivitelerindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuĢtur. Doku GSH düzeyi RAL ve RAL+FLX gruplarında anlamlı 

olarak artmıĢtır.  

Sonuç olarak, DMBA ile oluĢturulmuĢ meme kanseri dokularında RAL ve 

FLX‟in beraber kullanımının, tümörlerde aktive edilmiĢ makrofajların 

varlığını daha etkin bir Ģekilde azaltabileceğini, anjiogenezi ve oksidatif stresi 

bastırabileceğini böylece meme kanserinin ilerlemesini modüle edebileceği 

düĢünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Raloksifen, Fluoksetin,                   

Dimetilbenzantrasen 

  



 

2. ABSTRACT 

The Therapeutic Effect of Raloxifene and Fluoxetine in the Rat Model of 

Breast Cancer 

 The worldwide rate of breast cancer is constantly increasing, so it is 

important to develop therapeutic drugs that can be used in the treatment of breast 

cancer. In our study, the potential therapeutic effects of Raloxifene and Fluoxetine 

on breast cancer induced by DMBA alone or in combination were investigated.  

 32 Wistar Albino female rat divided into four groups; DMBA (Group I), 

DMBA+RAL (Group II), DMBA+FLX (Group III), DMBA+RAL+FLX (Group 

IV). The levels of VEGF, M-CSF, MMP-9 and TIMP-1 in breast tissue and 

plasma were determined by ELISA method. MDA and GSH levels with SOD, 

GSH-Px and CAT activities in breast cancer tissues were determined using 

spectrophotometer.  

 When the plasma CA 15-3 levels of the study groups were compared 

with the DMBA group, it was seen to decrease significantly in all treatment 

groups. Plasma VEGF levels were significantly reduced in all treatment groups, 

while reductions in plasma M-CSF levels in these groups were not significant. A 

significant decrease in plasma MMP-9 levels was observed only in the RAL + 

FLX group. Plasma TIMP-1 levels were significantly reduced in all treatment 

groups compared to the DMBA group.  

 A reduction in tissue CA 15-3, VEGF, M-CSF and MMP-9 levels of the 

all treatment groups was observed compared to the DMBA group. While the 
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decrease in CA 15-3 and M-CSF levels in all treatment groups was statistically 

significant, VEGF levels are statistically significant only in the RAL + FLX 

group. In addition, the most significant decrease in MMP-9 levels was observed in 

the RAL-treated group, while a significant increase in TIMP-1 levels was 

observed only in the RAL+FLX group.  

 Compared to the DMBA group; tissue MDA levels were significantly 

decreased in all treatment groups except the FLX group, whereas tissue SOD, 

GSH-Px and CAT activities were increased in all treatment groups. Only the 

increase in GSH-Px and CAT activities in the RAL + FLX group was statistically 

significant. Tissue GSH levels were significantly increased in the RAL and RAL 

+ FLX groups. 

 In conclusion, it is thought that the combined use of RAL and FLX in 

DMBA-induced breast cancer tissues can modulate the progression of breast 

cancer so that it can suppress angiogenesis and oxidative stress more effectively, 

reduce the presence of activated macrophages in tumors. 

Key Words: Breast Cancer, Raloxifene, Fluoxetine, Dimethylbenzanthracene 

 

  



 

3. GĠRĠġ 

3.1.Kanser Tanımı 

Kanser, hücre DNA‟sının hasar görmesi sonucunda bu hücrelerin 

kontrolsüz ve anormal bir Ģekilde çoğalması ile büyüyüp, immün sistemden 

kaçarak komĢu dokulara ve devamında uzak doku ve organlara invazyon ve 

metastaz yapması ile oluĢan bir hastalıktır. Hücre proliferasyonu ve hücre ölümü 

arasındaki dengenin bozulmasının nedeni gen ekspresyonunda ve moleküler bazda 

çoklu değiĢikliklerin görülmesi olarak bilinmektedir. Bu dengenin bozulması 

sonucunda da kanserli hücreler meydana gelir (1,2). 

3.2. Dünya’da ve Türkiye’de Kanser Epidemiyolojisi 

Dünya genelinde görülen hastalıklar göz önüne alındığında kanser en 

önemli hastalıklar içerisinde yerini almıĢtır. Mevcut veriler değerlendirildiğinde 

her yıl dünya genelinde 14 milyon, Türkiye‟de ise 160 bin kiĢi kanser teĢhisiyle 

kayıt altına alınmaktadır. Aynı zamanda kansere bağlı olarak yılda, dünyada bir 

milyon, Türkiye de ise 77 bin hasta yaĢamını yitirmektedir. Kansere yakalanma 

hızının aynı Ģekilde süreceği değerlendirildiğinde 2030 yılında kanser tanısıyla 

yılda 22 milyon yeni vaka ile karĢı karĢıya kalınacağı düĢünülmektedir. Dünya 

genelinde yapılan istatistiklere bakıldığında hastalıklara göre ölüm nedenleri  

arasında kanser birinci sırada yerini alırken Türkiye‟de kardiyovasküler 

rahatsızlıklardan sonra ikinci sırada olduğu görülmektedir. 2014 yılında yapılan 

çalıĢmaya göre Türkiye‟de yaĢa özel ölüm hızı erkeklerde yüz binde 246,8 iken 

kadınlarda bu sayı yüz binde 173,6 olarak hesaplanmıĢtır. Toplamda görülen 

kanser sıklığı ise yüz binde 210,2 olmuĢtur (3,4). Kanser tipine göre görülme 
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sıklığı sıralanacak olursa eğer Türkiye‟de erkeklerde akciğer kanseri, prostat 

kanseri, mesane kanseri, kolorektal kanseri ve mide kanseri olarak sınıflandırılır. 

Kadınlarda ise bu sınıflandırma meme, tiroid, kolorektal, mide ve rahim kanseri 

Ģeklinde olmaktadır. Kanserin sebep olduğu ölümler göz önüne alındığında en 

fazla görülen kanser tipi erkeklerde akciğer kanseri iken kadınlarda meme 

kanseri‟dir (4).   

3.3. Kanser Etyolojisi 

Kanser,  tek bir sebebe bağlı olmayan birden çok etkenin yol açabileceği 

bir hastalıktır. Bu etkenler içerisinde çevresel koĢulları barındırırken aynı 

zamanda vücuttaki genlerin büyük rol oynadığı yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Sahip olduğumuz genler tiplerine göre kanserin oluĢmasına neden olabilir. Bu 

genler içerisinde onkogenler, hücrenin bölünmesini uyaran genler olduğu için 

kanser hastalığı boyunca oldukça aktif genlerdir. Fakat hücrenin bölünmesini 

baskılayıp farklılaĢmasını uyaran tümör baskılayıcı genler ise bu süreçte inaktif 

duruma geçerler. Aynı zamanda DNA‟nın yapısındaki bozuklukları onarmak için 

bulunan genlerde görülen sorunların DNA‟da olan hasarın giderilmemesine yol 

açtığı için gerek onkogenleri gerekse tümör baskılayıcı genleri mutasyona 

uğratacağından dolayı kansere sebep olabilmektedir. Bu görülen genetik 

değiĢiklik hücrenin dengesini olumsuz etkileyerek hücre çoğalması ve apoptozis 

arasındaki dengeyi bozar bu Ģekilde malign hücrenin oluĢumuna yol açar. Bu 

karsinogenez olayı birden çok genin etkilediği birden fazla basamağın görüldüğü 

bir süreçtir (5).  
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3.4. Meme Kanseri  

3.4.1. Meme Kanserinin Tanımı 

Vücutta, değiĢen ve kontrolsüzce çoğalan hücrelerin oluĢumu Ģeklinde 

tanımlanan kanser, genelde bulunduğu lokasyona göre adlandırılırlar. Çoğu kanser 

türü yumru veya kitle Ģeklinde tümör adı verilen yapıları oluĢturur. Meme kanseri, 

ya lobül olarak adlandırılan ve süt üretimini gerçekleĢtiren bezleri barındıran 

keselerde ya da bu keseleri birbirine bağlayıp üretilen sütü meme baĢına kadar 

taĢıyan duktal olarak bilinen kanallardan köken alır. Göğüsün geri kalan kısımları 

ise yağ, bağ ve lenf dokularından oluĢmaktadır (6). 

3.4.2. Dünya’da ve Türkiye’ de Meme Kanser Epidemiyolojisi 

Dünya genelinde kadınlar arasında kanser çeĢitleri göz önüne alındığında 

meme kanseri yaklaĢık olarak % 30 bir sıklık göstermektedir. Ulusal Kanser 

Enstitüsü‟nün verilerine göre 2014 yılında Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 

kadınlarda  tahmini yeni 232670 meme kanseri vakası görülmüĢ olup bu oran 

bütün kanser çeĢitlerinin % 14 ünü oluĢturmaktadır (7). 

Meme kanseri, Türkiye Sağlık Bakanlığı‟nın verileri incelenecek olursa 

kadınlar arasında en fazla rastlanan kanser çeĢidi olup, diğer kanser türleriyle 

kıyaslandığında toplamda % 25 ini oluĢturmaktadır (8). 2014 yılında meme 

kanseri taraması için hedeflenen toplam 5.600.000 kadın içerisinden sadece % 

33,5 i için bu tarama gerçekleĢtirilmiĢ olup bu oran 2013 yılı baz alındığında 2014 

yılında % 40 oranında artmıĢtır. Ayrıca birinci basamak tarama hizmetleri ile 231 

kadında büyük bir kısmı erken evrede olmak üzere meme kanseri tanısı 

konulmuĢtur (8). 

https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2017-2018.pdf
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3.4.3. Meme Kanserinin Etyolojisi 

Meme kanserine sebep olan etkenler tam olarak bilinemediği halde 

kromozomal mutasyona yol açabilecek birçok maddenin veya etkenin meme 

kanseri oluĢumunda etkin rol aldığı düĢünülmektedir (9,10). Bazı risk faktörlerinin 

bu hastalığa yakalanma olasılığını artırdığı gibi hastalığın ilerlemesinde de 

hızlandırıcı bir etkisi olduğu bilinmektedir (11).  Bu risk faktörleriyle iliĢkili 

olarak meme kanseri vakaları görülme sıklığı arasında anlamlı bir bağ olduğu 

görülmüĢtür (12). 

3.4.3.1. Meme Kanserinde Majör Risk Faktörleri 

1) Cinsiyet: Östrojen ve progesteron hormonlarının meme hücrelerindeki 

etkisi ve kadınlarda meme dokusunun daha fazla bulunmasından dolayı 

kadınların meme kanseri olma olasılığını arttırmaktadır (6). Bu bağlamda 

cinsiyete göre meme kanserinin görülme sıklığı 100 kadına karĢılık sadece 

bir erkektir (13). 

2) YaĢ: Meme kanserine yakalanma riski yaĢla birlikte doğru orantılı olarak 

artmaktadır. Bu hastalık genellikle 50 yaĢından sonra görülmesine rağmen 

ailesinde meme kanseri öyküsü olan kiĢilerde daha genç yaĢlarda 

görülebilmektedir (6). Bu hastalığa ergenlikten önce yakalanmıĢ vaka 

olmaması ile birlikte yirmi yaĢından önce görülme sıklığı azdır. Fakat 

yapılan çalıĢmalarda 45 ile 55 yaĢ arasında meme kanseri ile karĢılaĢma 

oranı fazla iken bu sıklık 55 yaĢından sonra oldukça yüksek olur (13). 

3) Aile Öyküsü: Kadınlarda aile de var olan meme kanseri öyküsü meme 

kanseri olma olasılığını arttırırken bu durum birinci derece yakın akrabalar 
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üzerinde meme kanserine yakalanma olasılığını iki katına çıkarır (14). 

Ayrıca meme kanserine yol açabilecek gen mutasyonunun anneden çocuğa 

aktarılması ile hasarlı geni taĢıyan kiĢide hayatı boyunca bu hastalığa 

yakalanma olasılığını % 87 oranında arttırdığı görülmüĢtür (16). 

4) Daha Önce Maling veya Bening Meme Kanseri Öyküsünün Olması: 

Meme kanseri riskini atipik hiperplazi 4-5 kez arttırırken bir memede var 

olan kanser diğer memede de görülme olasılığını 2-6 kez arttırır (6). 

5) Hormonlar: Hormonların meme kanseri ile iliĢkilerini ortaya koymak için 

yapılan çalıĢmalarda çoğu hormonun meme kanseri oluĢumunda etkileri 

olduğu bilinirken en önemli hormonun östrojen olduğu görülmüĢtür. Bu 

hormunun direkt kansere sebep olmamasına karĢın mevcut meme kanseri 

olgularında meme kanser hücresinin östrojen varlığında daha hızlı bir 

Ģekilde çoğaldığı görülmüĢtür (13). 

6) Menapoz Sonrası Hormon Replasman Tedavisi (HRT) Kullanımı: Tek 

baĢına östrojen kullanımının meme kanseri riskini arttırmamasına rağmen 

progesteron ile beraber kombine kullanımının bu hastalığa yakalanma 

riskini arttırdığı yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Fakat 10 yıl ve üzeri 

uzun süreli östrojen kullanımıınn meme kanseri olma olasılığını arttırdığı 

açıklanmıĢtır (14). 

7) Oral Kontraseptif Kullanma: Oral kontraseptif kullanımının meme 

kanseri riskini arttırdığı bilinmektedir. Ġlaç kullanımı bırakıldıktan sonra 

zaman içerisinde bu risk azalırken 10 yıldan sonra ilaç kullanımına bağlı 

olarak hastalığa yakalanma riskinin ortadan kalktığı görülmüĢtür (6). 
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8) Doğum: Yapılan bazı çalıĢmalarda meme kanseri görülme sıklığının; 18 

yaĢından önce doğum yapmıĢ ve emzirmiĢ kadınlarda genele göre 

kıyaslandığında %70 oranında azaldığı gösterilmiĢtir (13). 

9) Alkol: Meme kanseri riskininin alkol kullanımı ile artması, günde bir 

kadeh içki içen kadınlarda çok küçük bir risk oluĢtururken bu risk, günde  

2-5 kadeh arasına çıktığında alkol kullanmayan kadınlarla kıyaslandığında 

1,5 katına çıktığı görülmüĢtür (6). 

3.4.4. Meme Kanserinin Sınıflandırılması 

Meme kanseri, göğüste genellikle süt kanallarının veya keselerinin iç 

kısmında baĢlayan ve buradan yayılan bir kanser türüdür. Bu hastalığın tanımı 

kolayca yapılabilmesine rağmen sınıflandırılması biraz karmaĢıktır. Meme 

kanserleri birçok farklı açıdan sınıflandırılabilir ve yapılan bu sınıflandırmaların 

her biri hastalığın prognozunda aynı zamanda tedavisinde önemli bir rol 

almaktadır. Kapsamlı bir sınıflandırma histopatolojik tip, kanser hücresinin 

boyutu, metastaz olup olmaması ve lokasyonu, reseptörün durumu, genetik test 

sonucunda belirlenen kanser hastalığına neden olabilecek genlerin varlığı veya 

yokluğu baz alınarak yapılmaktadır. 

3.4.4.1 Histopatalojik Açıdan Meme Kanserinin Sınıflandırılması 

Mevcut kanser hücresi invazyon ile bazal membranı geçtiği anda invazif 

karsinom olarak isimlendirilir. Bu invazif karsinomlar eğer süt bezlerinden 

yayılmaya baĢlamıĢ ise invazif lobüler karsinom, ilk oluĢumu süt kanallarından 

baĢlayıp yayılmıĢsa da invazif duktal karsinom olarak adlandırılır. Ġnvazif kanser 

hücreleri lenf ve kan dolaĢımı yolu ile diğer organlara metastaz yapabilme eğilimi 
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göstermektedir. Oysa bazal membranı geçmeden belli bir bölgede kalan meme 

kanser hücreleri Ġn-situ karsinom olarak isimlendirilir ve bulunduğu yere göre           

Ġn-situ lobüler karsinom veya in-situ duktal karsinom diye çeĢitlendirilir. Bu tip 

kanser hücreleri baĢka bölgelere yayılma eğilimi göstermezler (16). 

3.4.4.1.1. Meme Kanserinin Evreleri 

 Meme kanseri evreleme sistemi American Joint Commitee on Cancer 

(AJCC) ve Union for International Cancer Control (UICC) tarafından oluĢturulan 

Tümör-Nod-Metastaz (TNM) sistemi ile sınıflandırılmıĢtır (Tablo 1) (17). Kanser 

hücresini morfolojik özellikleri açısından sınıflandırarak malign tümörleri 

tanımlama için önemli bir yol olan bu sitem 1942 yılında Pierre Denoix tarafından 

ortaya konulmuĢtur (17).  

Tablo 1.Meme Kanserinin TNM Sistemi Ġle Evrelemesi (17). 

 



12 
 

Kanseri evrelemek için kullanılan bütün sistemlerde kanserin oluĢumunun en 

erken safhasını gösteren evre 0 ve 1 evresidir. Bu evrelerde kanser hücreleri 

oldukça küçük bir alanda lokalize olmuĢtur. Evre 2 de ise meme kanser hücreleri 

küçük bir alanda olmalarına karĢın çoğalmaya veya yayılmaya baĢlamıĢtır. 

Genellikle bu evre de tedaviyle olumlu sonuç alma yüzdesi oldukça fazladır. Evre 

3‟e gelindiğinde kanser hücreleri meme dokularına yakın olan diğer çevre 

dokulara doğru çoğalma eğilimli oldukları görülür. Son evre olan Evre 4 de ise 

artık meme kanser hücreleri vücudun baĢka taraflarına yayılmıĢtır (Tablo.2) (17).  

Tablo 2. Total TNM Evrelemesi (17). 
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3.4.4.2. Meme Kanserinin Moleküler Alt Türleri 

Perou ve Sorlie‟nin yaptığı gen ekspresyon farklılıklarını ortaya koyan 

çalıĢma ile moleküler sınıflandırma sistemi oluĢturulmaya baĢlamıĢtır (18). 

Bu sistem de kanserin moleküler alt tipleme yöntemleri farklı olup  

luminal A, luminal B, HER2/neu, bazal ve normal benzeri moleküler alt gruplar 

farklı prognostik alt grupları oluĢturduğundan dolayı  klinik olarak yaygın bir 

Ģekilde kullanılmaktadır. Tanısal açıdan yaygın kullanılması ve sistemin 

güvenirliliğini kanıtlamak için farklı hasta grupları ve çeĢitli dizileme 

platformlarında yapılan çalıĢmalarda elde edilen verilerin iyi bir Ģekilde örtüĢtüğü 

kanıtlanmıĢtır (19, 20). 

Tablo 3. Meme Kanseri Tiplerinin Major Moleküler Alt Türleri (21). 
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3.4.5. Meme Kanseri Onkogenleri ve Tümör Baskılayıcı Genler 

Kanser nedenleri arasında sayılan gen mutasyonu onkogenler veya tümör 

baskılayıcı genlerde oluĢabilecek değiĢiklikler sonucu ortaya çıkar. Hücrenin 

büyümesinde ve çoğalmasında görev alan bu genler birbirine ters bir Ģekilde 

çalıĢarak hücrenin kontrol altında tutulmasını sağlarlar. Onkogenlerde 

oluĢabilecek değiĢiklikler tümör oluĢumuna neden olurken, tümör baskılayıcı 

genler hücrenin çoğalmasında görev alan genleri kontrol ettiği için malignite 

oluĢumunu baskılar. Bundan dolayı bu genlerde var olan bir mutasyon malign 

hücrenin çoğalmasını engelleyecek mekanizmayı ortadan kaldırabilir (22,23). Bu 

genlerden bazıları Ģunlardır: 

 HER-2/neu: Bu proto-onkogen CerbB2 adıyla da bilinen 17. 

Kromozomun uzun kolunda bulunan, p185 olarak kodlanan tirozin kinaz aktivitesi 

gösteren bir transmembran glikoproteinidir. HER ailesi hücrenin adezyonunda, 

büyümesinde, motilitesinde ve hatta diferansiasyonunda görev aldıkları için 

onkojenik mutasyonun varlığı hücre membranında HER-2 reseptör monomerleri 

100 kata kadar varan bir artıĢ gösterir. Fakat bu olay benign meme kanserinde 

görülmemektedir. Bu protein meme kanserlerinde % 30 oranında fazla salınım 

gösterdiği için lenf nodu metastazında ve malign agresifliğinde artıĢa sebep 

olmaktadır (24).  

 BCL-2/BAX: 18. kromozomda bulunan Bcl-2 protoonkogeni hücrenin 

apoptozunu düzenlemede görev alır (25). ġimdiye kadar 20 üyesi tanımlanan Bcl-

2/Bax gen ailesinin hücre apoptozisinde mitokondriyal yolağın düzenlenmesinde 

rol oynarlar. Bax, Bad, Bid gibi bazı proapoptotik proteinler ile Bcl-2, Bcl-xl, 

Mcl-1 gibi bazı antiapoptotik proteinler burada bulunmaktadır. Bcl-2/Bax gen 
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ailesi mitokondri zarından baĢka endoplazmik retikulumda da bulunur ve bu Bcl-

2/Bax oranına “ölüm anahtarı” da denir. Çünkü bu proteinlerin sayısal miktarı 

hücrenin varlığının devam etmesine veya ölmesine neden olur. Bcl-2 „nin fazlalığı 

hücrenin yaĢamasını sağlarken, Bax oranının fazla oluĢu hücrenin ölümüne yol 

açar (26).  

 BRCA-1 VE BRCA-2: Genom stabilizasyonunu sağlayan proteinleri 

kodlayan bu genlerde olabilecek bir mutasyon sonuçta genomik instabiliteye 

neden olur ve tümör süpressör genler gibi çalıĢan bu genler görevini yapamazlar  

(27). Gatekeeper ve caretaker olmak üzere iki gruba ayrılan tümör baskılayıcı 

genlerin içinde BRCA-1 ve BRCA-2 proteinleri genom tamirinde görev alan 

caretaker grubunda değerlendirilmektedir (28). RNA polimeraz II ile C-terminal 

domain üzerinden bağlanan BRCA-1 geninin ürünü aynı zamanda histon 

deasetilaz kompleksi ile de etkileĢir. Bundan dolayı transkripsiyon sırasında DNA 

çift iplik kırıklarının onarımında ve rekombinasyonunda önemli görevler üstlenir. 

Yapılan çalıĢmalarda yaklaĢık olarak kalıtsal meme kanserlerinin % 40‟ından 

kalıtsal meme ve over kanserlerinin ise % 80 ve daha fazlasından sorumludur 

(28). BRCA-2 geni ise kromozomal hasarın tamirinde ve aynı zamanda hücre 

siklusunun kontrolünde rol oynayan proteinleri sentezlerler (29,30). DNA hasarı 

sırasında BRCA-2 ve RAD51 tamir bölgesinde kompleks oluĢturararak BRCA-2 

proteini RAD51‟i tamir olması gereken yere bağlamaktan sorumludur. Bu 

sebepten dolayı BRCA-2 proteininden yoksun hücreler DNA hasarını düzeltmek 

için RAD51‟i hasarlı bölgeye bağlayamazlar ve hasarı onaramazlar (31,32). 

 p53 GENĠ: Transkripsiyon faktörü olarak çalıĢan birçok genden biri olan 

p53 geni, DNA hasarı veya bazı onkogenlerin uyarılması gibi hücrede 



16 
 

oluĢabilecek çoğu bozukluklardan sonra devreye girerek bu hasarlı hücrenin 

prolifere olup, çoğalmasını önleyecek olan gen ekspresyonunu baĢlatır (33). p53 

geninin fonksiyonları arasında; hücresel strese bağlı olarak meydana gelebilecek 

farklılaĢma, hücresel döngünün düzenlenmesi, apoptozun kontrol edilmesi, hücre 

büyümesinin durdurulması, tümör anjiogenezinin kontrolü ve DNA hasarlarının 

onarılmasında görev alan birçok genin regülasyonu sayılabilir (34). Bütün kanser 

türlerinin % 50-55‟inde bu genin mutasyonun rol oynadığı  yapılan çalıĢmalar ile 

gösterilmiĢtir (35). 

3.4.6. Obezite ve Meme Kanseri  

Obezitenin meme kanseri ile olan iliĢkisini göstermek amacıyla Brandt ve 

arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada 337819 kadın hastadan 4385 kadının invasif 

meme kanseri olduğu görülmüĢtür. Postmenopozal dönemde 80 kg‟ın üzerindeki 

kadınlar ile 60 kg‟ın altında kadınlar karĢılaĢtırıldığında, meme kanseri olgusu 

görülme relatif riski 1,25, premenopozal kadınlarda ise aynı özelliklerde bu relatif 

riskin 0,58 olduğu açıklanmıĢtır (36). Buna göre postmenopozal obezitenin meme 

kanseriyle doğrududan iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. Bu iliĢki biyokimyasal 

olarak premenopozal kadınların östrojen/östradiol hormonlarının kontrolünde 

olduğunu göstermektedir. Postmenopozal dönemdeki kadınlarda ise östrojenin 

kaynağının, yağ dokusunda mevcut androstenedionun aromotaz enzimi ile  

reaksiyonu sonucunda oluĢan östron olduğu bilinmektedir. Bunun yanı sıra 

vücutta seks hormonu bağlayıcı globulin düzeyi obez insanlarda azaldığından, 

aktif hormon düzeylerinde artıĢ görülmektedir. Obezite ile birlikte geliĢen 

hiperinsulineminin de tümör hücrelerinde mitojenik etkisinin olduğu ve aynı 
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zamanda obeziteyle hiperkolesteroleminin beraber görülmesinin tüm steroid 

hormonlarının prekursörü olan kolesterolün, östrojen düzeylerini arttırabileceği 

unutulmamalıdır. Bununla beraber meme kanseri olan obez kadınlarda ölüm 

oranın daha fazla olduğu yapılan çalıĢmalarda ortaya konulmuĢtur (36,37). 

3.5. Meme Bezinin Anatomisi 

Deriye bağlı apokrin bezi olarak adlandırılan meme dokusu reprodüktif 

sistemin fonksiyonel bir bölümüdür. Bu doku cilt, cilt altı yağ dokusu ve meme 

dokusu (parankim ve stroma) olmak üzere üç kısımdan meydana gelir. Memenin 

çapı ortalama 10-12 cm ve orta bölgesinde maksimum kalınlığı 5-7 cm‟dir. 

Laktasyon döneminde olmayan bir meme yaklaĢık olarak 150-200 gram iken 

laktasyon döneminde bu ağırlık 400-500 grama kadar çıkabilmektedir (38,39). 

GeliĢimini tamamlamıĢ bir meme dokusu üstte, ikinci ve ya üçüncü kostanın üst 

sınırından, altta altıncı kosta hizasına kadar uzanır. Medial kısmı sternumun 

kenarında, lateral kısmı ise orta veya ön aksiller hattındadır. Meme üst dıĢ ucunda, 

muscularis pektoralis majör kasının alt kenarı boyunca koltuk altına doğru uzanır. 

Meme dokusunda oluĢan lezyonların genellikle üst dıĢ kısımda görülmesinin 

nedeni olarak dokunun büyük kitlesinin çoğunlukla üst yarıda ve dıĢ kısmında 

yerleĢmesi olarak açıklanabilir. Meme dokusunun yaklaĢık olarak dörtte üçü 

muscularis pectoralis major üzerinde yer alır. 
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ġekil 1. Meme Bezinin Anatomisi  

 

3.6. Meme Bezinin Fizyolojisi 

Meme bezi baĢlıca üç dokudan oluĢur; parankimatöz doku, içinde bulunan 

lobları birbirine bağlayan fibröz doku ve bunların aralarını dolduran yağ 

dokusundan meydana gelir. Bireyin yapısal durumu meme dokusundaki fibröz ve 

yağ dokusunun miktarını belirlemede önemli bir rol oynar. Hipofiz, hipotalamus 

ve overlerin kontrolünde salgılanan, östrojen, progesteron, oksitosin, büyüme 

hormonu, prolaktin, kortizol, tiroid hormonu gibi birçok önemli hormon memenin 

geliĢmesinde ve fonksiyonunda görev alır (40). Belirtilen bu hormonların in vivo 

olarak kesin olmamakla beraber in vitro olarak meme dokusu üzerine etkileri 

yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Fakat kesin olarak bilinen hormonlar arasında 

östrojenin duktusun geliĢimini baĢlattığı, prolaktin ve progesteronun ise lobül ve 

burada bulunan asinüs olarak adlandırılan birçok kanalcıkların geliĢiminde görev 

aldığı ve prolaktinin aynı zamanda süt salgısının oluĢmasını sağladığı 

bilinmektedir. Hipofiz bezinden salgılanan prolaktin hamileliğin son zamanlarına 
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doğru yükselir, lohusalık dönemi ve emzirme süresince yüksek düzeyde 

seyrederek süt sekresyonunu ve süt proteinlerinin sentezini kontrol eder(40). 

Meme epitelinin özellikle duktal epitelin geliĢimi üzerinde büyük etkisi 

olduğu bilinen östrojenin etkisini gösterebilmesi için östrojenin ve progesteronun 

sentezini uyardığı, çekirdek ve sitoplazmada bulunan östrojen reseptörlerine 

ihtiyaç vardır (41). 

3.7. Kullanılan Terapotik Ġlaçlar  

3.7.1. Fluoksetin 

 Fenilpropilamin türevi olan ve selektif serotonin geri alım inhibitörü  

(SSRI) grubunda değerlendirilen fluoksetin, 5HT2C reseptör antagonisti olarak 

davranan, norepinefrin ve dopamin disinhibe edici özelliğe sahip bir tedavi 

ajanıdır. Fluoksetin, serotonin geri alımının inhibisyonuna ek olarak nörepinefrin 

geri alımını (NRI), CYP450 2D6 ve 3A4‟ü de inhibe eder. Ayrıca NRI, serotonin 

2C (5HT2C) antagonisti etkilere de sahiptir (42,43).  

 

ġekil 2. Fluoksetinin Etkisi 
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3.7.1. 1. Fluoksetin’in Farmakokinetik Özellikleri  

Fluoksetin vücutta demetilizasyon ile aktif metaboliti olarak bilinen 

norfluoksetine dönüĢtürülür. Bu bileĢiğin tedavide hem R hem de S enantiomeri 

birlikte kullanılır ama fluoksetinin S enantiomeri daha aktiftir (44).  

 

ġekil 3. Fluoksetinin  Kimyasal  Yapısı 

Karaciğerde metabolize olan fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetin 

CYP2D6 enzimini inhibe eder (45). Norfluoksetinin yarılanma ömrü 5-16 gün 

arasında değiĢirken fluoksetinin yarılanma ömrü sadece 53 saattir (46). 

T lenfositler vücutta immun sistemi güçlendiren yapılardan biridir. CD3+ 

T lenfositlerin aktivitesini desteklerken, CD4+  T lenfositler organizmanın immun 

sistemini arttırır. Fakat CD8+ T lenfositler vücutta T lenfositleri baskılar. Bu 

yüzden vücutta T lenfositlerin aracılık ettiği immun reaksiyonlarda antitümör ajan 

olarak önemli bir rol oynamaktadır. Tümörlü hastalar üzerinde yapılan çalıĢmada 

fluoksetin verilmeden önce CD3+, CD4+ ve CD4+/CD8+ T lenfositlerin 

miktarının az, CD8+ miktarının fazla olduğu saptanmıĢtır. Bu hastalara fluoksetin 

verildikten sonra CD3+, CD4+  ve CD4+/CD8+ T lenfositlerin miktarında artıĢ 
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saptanırken zıttı olarak CD8+ sayısında da azalma olduğu görülmüĢtür. Bu da 

fluoksetinin vücutta T lenfositler aracılığı ile savunma sistemini desteklediğini 

göstermiĢtir (47). 

3.7.2.Raloksifen Hidroklorür 

3.7.2.1.Raloksifenin Yapısı ve Özellikleri 

Benzotiyazepin türevi olan bu bileĢiğin molekül formülü C28H27NO4S ve 

molekül ağırlığı 473.587 g/mol olarak bilinmektedir (48). 

 

ġekil 4.Raloksifen HCl ve 17-β-Östradiol‟ün Kimyasal Yapıları (48). 
 

3.7.2.2.Raloksifen’in Etki Mekanizması 

Östrojenin etki mekanizması, özellikle östradiolün (E2) hedef organ 

hücrelerinin çekirdeğine girerek, orada östrojen reseptörü (ER) olarak adlandırılan 

bir dizi boĢ, pasif durumda olan proteine bağlanmasıyla olur. ERα (baskın olarak 

aktive olan) ve ERβ olarak iki farklı izoformu olan ER ü E2 ile birleĢerek farklı bir 
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konfigürasyon oluĢturur (E2-ER) ve aktif reseptörlere dönüĢürler. Böylece 

östrojen yanıtlayan eleman (ERE) olarak bilinen DNA dizisi ile eĢzamanlı bir 

Ģekilde dimerize edilmelerini ve daha sonra etkileĢimde bulunmalarını sağlarlar 

(ġekil 5). Rahim ve meme gibi hedef, üreme organı dokularında östrojen etki 

tetikleme sorumlu olan hücre proteinlerini sentezlemek için sorumlu olan genlerin 

spesifik bir grubu, ERE bağlıdır (ġekil 5) (49,50). 

Ayrıca, ER‟de aktivasyon faktörleri (AF) olarak bilinen, spesifik DNA 

dizisi ile etkileĢim yerinde bulunan AF-1 ve ligandın bağlandığı yerde olan AF-2 

olmak üzere iki özel bölgesi vardır. ERE ile bağlantılı gen gruplarının 

etkileĢtirilmesi ve dolayısı ile kendileriyle bağlantılı proteinlerin sentezlenmesi 

için E2 yan zincirinin AF-2 bölgesi ile etkileĢmesi gerekir (ġekil 5) (49,50). 

Östrojen tek bir molekül bağlanma alanına sahip değildir. Östrojen tipi 

ligantlara ve antiöstrojenik ligantlara ve seçici östrojen modülatörlere (SERM) 

bağlanmasıyla iki alana sahip olarak farklı etkiler oluĢturur. Bu nedenle ligandın 

ER'ye bağlandığı bölgeye bağlı olarak, ligandın östrojen agonisti, kısmi östrojen 

agonisti veya bir östrojen antagonisti olup olmadığını tanımlayarak, Raloksifen 

gibi farklı ER molekül formları yapılmıĢtır (ġekil 5) (49,50). 

3.7.2.3. Raloksifenin Kullanımı ve Etki Mekanizması 

 Raloksifenin en önemli özelliğinden biri östrojen etkilerini taklit ederken 

endometriumu uyarmadığı yapılan hem in vitro hem de in vivo çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir (51,52). Raloksifen hali hazırda klinik olarak osteoporoz tedavisinde 

kullanılırken, SERM olarak etki gösteren bu bileĢiğin meme kanseri tedavisinde 

de kullanılması için çalıĢmalar yapılmaktadır. Çünkü raloksifen, Ģu anda meme 
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kanseri tedavisinde kullanılan bileĢiklerin aksine yerine göre agonist yerine göre 

anatagonist etki gösterebilmesinin çok büyük bir avantaj olacağı bilinmektedir.  

 

 

ġekil 5.Raloksifenin Etki Mekanizması 
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SERM grubu olan bu bileĢiklerin farklı yerlerde farklı etki göstermeleri, östrojen 

reseptörlerine bağlanırken aktive ettikleri veya gerekli olan farklı endojen 

kofaktörler ve yapısal farklılıkların neden olduğu düĢünülmektedir (53-55).  

3.8. Test Parametreleri 

3.8.1.Karbonhidrat Antijeni 15-3 (CA 15-3) 

Vücut savunma sisteminde görev alan musinler hücre yüzeyinde 

bulundukları yere göre jel oluĢturan (sekrete edilen) ve hücre zarında 

(transmembran) yerleĢen musinler olmak üzere 2‟ye ayrılırlar. Jel oluĢturan 

musinler tamamen ekstrasellüler olup hücre dıĢı ortam ile mukoza yüzeyi 

arasındaki ilk savunma hattını oluĢtururken, transmembran yerleĢen musinler 

ikinci savunma hattını oluĢtur, aynı zamanda ortamdaki herhangi bir farklılığa ait 

bilgileri hücre içine ileten sensörler olarak da görev yapar. Bir musin çeĢidi olan 

ve kanser hücresinin yüzeyinde salınan MUC1-N‟in göğüs kanserinde serum 

düzeyi artar ve CA 15-3 olarak ölçülür (56). Meme epitelyumunda bulunan 

glukoprotein yapısında olan bu musin CA 15-3 episialin olarak ta bilinir (57).  

Müsin tipi meme kanseri belirteçleri CA 15-3, BR 27.29, CA 549, MCA, 

CA-M26 ve CA-M29‟dur. Ancak bunlardan sadece CA 15-3 ve CA 27.29 FDA 

(Food and Drug Administration) tarafından metastatik meme kanserinde klinik 

çizelge takibinde onay almıĢtır (58). 

3.8.2. Vasküler Endotelyal Growth Faktör (VEGF) 

Anjiogenezi uyaran ve anjiogenezin kontrolünde önemli roller üstlenen 

vasküler endotelyal growth faktör (VEGF), fizyolojik ve patolojik anjiogenez, 
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lenfanjiogenez ve vaskülogenez üzerinde çeĢitli etkileri olan büyüme 

faktörlerinden VEGF-A,B,C,D,E ve plasenta büyüme faktörü-1 (PIGF-1) 

glikoproteinleri VEGF gen ailesi tarafından kodlanır ve bunların yanında VEGF 

gen ailesi 3 tirozin kinaz reseptörü içerir ( 59,60).  

VEGF düzeyi embriyonik geliĢimin ilk dönemlerinin sonuna doğru 

azalırken, organogenez sürecinde ekspresyonu oldukça artmaktadır (61). 

VEGF salınımını arttıran bir diğer faktör glukoz düzeyi ve oksidatif stres 

olurken nitrik oksit, inflamatuar sitokinler, onkogenik mutasyonlar ve hipofiz 

hormonları da VEGF düzeyleri üzerinde etkili olur (62). VEGF-A gen 

transkripsiyonunu uyaran hormonların östrojen ve testosteron hormonlarının 

olduğu yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢ olup meme kanserli hastalarda VEGF‟in 

tümöral ekspresyonu ile sağkalım arasında anlamlı bir iliĢki bulunmuĢtur (63,64).  

Lenf nodu olmayan meme kanserli kadınlar arasında yapılan bir çalıĢmada 

tümör boyutu ile östrojen, progesteron ve VEGF arasında anlamlı bir Ģekilde 

iliĢkinin olduğu ortaya koyulmuĢtur (65). Meme kanseri ile beraber lenf nodu da 

bulunan hasta kadınlar da yapılan çalıĢmada ise nükssüz sağkalım ve toplam 

sağkalımın tahmin edilebileceği düĢünülmüĢtür. Bu bağlamda Rosen LS. ve 

arkadaĢlarının çok değiĢkenli analizle yaptığı çalıĢmada VEGF ekspresyonunun 

toplam sağkalım sayısı üzerinde bağımsız bir Ģekilde belirleyici bir rolü olduğu 

gösterilmiĢtir (66). 

3.8.3.Makrofaj Koloni Uyarıcı Faktör (M-CSF)  

 Koloni uyarıcı faktör (CSF-1) olarak da adlandırılan, makrofajların 

üretimlerini, fonksiyonlarını ve farklılaĢmalarını kontrol eden bu yapılar sitokin 
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mezenkimal hücreleri tarafından salınırlar. Kromozom 1‟in kısa kolundan (p21-

p13) kodlanan ve molekül ağırlığı 70 kDa olan makrofaj koloni uyarıcı faktör 

reseptörü (M-CSF) CD115 olarak da adlandırılır ve cc-fms protoonkogeni 

tarafından kodlanır (67). 

 

ġekil 6. M-CSF‟nin moleküler yapısı 

 

  CD115 in M-CSF tarafından uyarılmasıyla fosfatidil inozitol 3 kinaz  

(PI3K) aktive olur ve ikincil haberci olarak çalıĢan fosfainozit bağımlı protein 

kinaz-1 (PDK1)‟i fosforiller, PDK1‟de protein kinaz B (PKB veya AKT)‟yi 

fosforilleyerek aktive eder (68). AKT ailesinin AKT1 AKT2 ve AKT3 olmak 

üzere üç üyesi vardır. Bunlardan AKT1 apoptozu inhibe ederken (69), AKT2 

insülin sinyal yolağında görev alır (70). AKT3 hakkında fazla veri mevcut 

olmadığı gibi ağırlıklı olarak beyinde üretildiği bilinmektedir. 

Kanser hücrelerinin proliferasyonuna yardım ettiği düĢünülen makrofajlar; 

hipoksik bir ortam meydana getiren tümör hücreleri etrafında kronik enflamasyon 

oluĢturmakta ve salgıladıkları tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-) ile nükleer 

faktör-kappa B (NF-κB) gen ekspresyonunu arttırmaktadır. NF-κB apoptozu 
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engelleyen proteinleri sentezlettirmekte ve hücre proliferasyonunu arttırmaktadır 

(71). 

 

 

ġekil 7. Makrofajın görevleri 

 

  3.8.4.Matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) 

Hücrelerin DNA‟sında ve kromozomların etkin yerlerinde bulunan 

genlerde olan değiĢiklikler nedeniyle kontrol dıĢı bölünüp çoğalması ile kanser 

meydana gelir. Fakat kanserin oluĢması için kontrolsüz çoğalma yeterli olmadığı 

gibi hücrenin invazyon ve metastaz özelliklerini de kazanması gerekmektedir 

(72).  Bu  bağlamda ekstrasellüler matriks (ESM) elemanları tümörün invazyon ve 
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metastazında kilit rol oynamaktadır (73). Proteinleri ve proteoglikanları içinde 

bulunduran ve yalnızca yapısal destek sağlamayan ekstrasellüler matriks, bunun 

yanında hücre proliferasyonunu, farklılaĢmasını ve migrasyonu ile yapıĢmasında 

görev alan ve aynı zamanda doku morfogenezisi gibi birçok biyolojik olaya etki 

eden kompleks bir yapıdır. Tümör dokusunun büyümesini ve tümör hücresinin 

metastazını engellemek için primer bir bariyer olarak görev yapan ekstrasellüler 

matriksi aĢmak için tümör hücreleri metalloproteinazları kullanırlar (74). Matriks 

metalloproteinazlar (MMP) fizyolojik ve patolojik doku yıkımında görev alan 

ekstrasellüler proteazlardır (75 ). 

 Kollajen tip IV ve diğer ekstrasellüler matriks bileĢenlerini ortadan 

kaldırabilen ve jelatinaz B olarak da adlandırılan MMP-9 kanserin büyümesinde 

ve invazyonunda büyük bir etken olarak görülmektedir. Böylece, hastalığın kötü 

prognozu ile MMP-9‟ un aĢırı ekspresyonu arasında korelasyon olduğu ortaya 

konulmuĢtur (76,78). 

 MMP-9 faktörünün artıĢı meme kanserli hastalarda tümörle ilgili olan 

nötrofil, makrofaj ve lenfosit değerlerinde artıĢa sebep olur (79).  

3.8.5. Doku Matriks Metalloproteinaz Ġnhibitörü-1 (TIMP-1) 

Altı adet disülfüt bağı bünyesinde bulunduran doku matriks 

metalloproteinaz inhibitörü çok çeĢitli hücrelerden eksprese edilir ve dört çeĢidi 

vardır. Bunlardan biri olan TIMP-1 birçok doku ve vücut sıvısında bulunmakla 

birlikte yüksek ısı ve uygunsuz pH ortamlarda denatüre olmamasını moleküle 

direnç kazandıran disülfit bağları sağlar (80,81). 

Bu glikoproteinler, kendilerine matriks metalloproteinazları (MMP) geri 
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dönüĢümsüz bir Ģekilde ve non-kovalent biçimde bağlayarak latent enzim 

formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin sürdürülmesini de engelleyerek 

MMP‟lerin proteolitik aktivitelerini kontrol eder ve böylece ekstrasellüler 

matriksin homeostaz devamlılığını sağlamasında görev alır. 

  TIMP‟lerin malign süreçte matriks metalloproteinlerin çalıĢmalarını inhibe 

ettiğinden dolayı tümör oluĢumunda negatif etki gösterebileceği düĢünülsede, bu 

glikoproteinlerin tümör oluĢumunda büyümeyi uyarıcı ve antiapoptotik etkileri 

oldukları yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (82,83). 

Bazı yapılan immünohistokimyasal çalıĢmalarda meme, mide ve böbrek 

kanserlerinde TIMP-1‟in artan immünoreaktivitesi ortaya koyulmuĢtur ve bununla 

beraber meme, böbrek, kolorektal, mide, özofagus ve küçük hücreli olmayan 

akciğer kanserlerinde kan ve dokulardaki TIMP-1 protein düzeyleri ile prognoz 

arasında korelasyon olduğu görülmüĢtür (84,85). 

3.8.6.Antioksidan Parametreler 

 Antioksidanlar denildiğinde reaktif oksijen ve nitrojen türevlerinin zararlı 

etkilerini enzimatik ve ya nonenzimatik yollarla engelleyen yapılar akla gelir. Bu 

antioksidan sistemlerden beklenen etkilerin bazıları; serbest olarak dolaĢan 

radikallerin etkilerini engellemek, indirgenmiĢ Ģekilde bulunan metallerle Ģelat 

oluĢturmak, kendilerinden baĢka antioksidanların ortaya çıkmasında görev almak, 

gen ekspresyonu sırasında olumlu yönde görev almak, doku ve biyosıvılarda 

fizyolojik olarak etki gösterebilecek düzeylerde bulunabilmek ve kolay bir Ģekilde 

absorbsiyon olmaları beklenmektedir. En etkili antioksidan enzimler arasında 
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Süperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) 

bulunmaktadır (86). 

3.8.6.1.Enzimatik Antioksidanlar  

3.8.6.1.1. Süperoksit Dismutaz(SOD) 

 Bir metalloenzim olan süperoksit dismutaz, süperoksidin hidrojen 

perokside dismutasyonunu katalize eder. Oksijeni metabolize eden bütün 

hücrelerde bulunurlar ve serbest olarak bulunan oksijen radikallerinin toksisitesine 

karĢı defans mekanizmalarını oluĢturur. SOD‟un bilinen substratı süperoksit 

radikali olup vücudun mitokondri, sitozol ve ekstraselüler kısımlarında bulunur. 

Bu enzim vücutta serbest radikallerin oluĢmasını engellemesinin yanısıra lipid 

peroksidasyonunun baĢlamasını da önler. Vücutta meydana gelen süperoksit 

anyonu süperoksit dismutaz enzimi tarafından H2O2‟ye dönüĢtürülür. H2O2‟nin 

kendisi serbest radikal olmamasına karĢın OH־ radikalinin oluĢmasına sebep 

olduğu için toksik etki gösterebilir bu yüzden H2O2‟de katalaz ve glutatyon 

peroksidaz tarafından zararlı etkisi olmayan bileĢiklere çevrilirler (87). 

 

 

ġekil 8. Süperoksit Radikalinin SOD Tarafından Dismutasyonu 

 



31 
 

Süperoksit dismutaz enziminin bulunduğu yere ve kullandığı metale göre üç 

formu vardır; 

1) SOD-1 : Cu-Zn bağımlı ve sitoplazmada bulunur 

2) SOD-2 : Mn bağımlı ve mitokondride bulunur 

3) Ekstraselüler SOD olarak bilinir  (88). 

3.8.6.1.2.Katalaz (CAT) 

 Oksido-redüktaz olarak bilinen enzimler indirgenme-yükseltgenme 

tepkimelerinde rol oynarlar. ĠĢte bu grup içinde yer alan Katalaz (CAT) enzimi, 

hidrojen peroksit veya diğer organik peroksitleri substrat olarak kullanarak zararlı 

peroksitlere karĢı organizmayı koruyan oksido-redüktazların hidroperoksidaz 

sınıfında bulunur. Hücre membranlarının yapısını bozarak kanser oluĢumuna 

neden olabilecek serbest radikaller, peroksit bileĢiklerinin birikmesiyle meydana 

gelirler (89). 

Katalaz enzimi H2O2‟yi hem elektron alıcısı hem de elektron vericisi 

olarak kullanır ve eğer bu H2O2 CAT ile dönüĢtürülmez ise vücutta zararlı olan 

serbest radikallerin oluĢmasına yol açar  

 

Yukarıdaki tepkimelerde görüldüğü gibi CAT, H2O2‟i substrat olarak, 

elektron alıcısı ve elektron vericisi olarak kullanmaktadır (90). 
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3.8.6.1.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)  

Memeli hücrelerinin mitokondrilerinin matriksinde ve hücrenin 

sitozolünde bulunan GSH-Px, oksidatif hasarı engelleyen enzimler arasında 

önemli bir yere sahiptir (91). Bulunduğu yerde süperoksit dismutazın meydana 

getirdiği hidrojenperoksit ve hidroperoksitlerin serbest halde kalmasını 

engelleyerek onları su ve ilgili alkollere dönüĢtüren antioksidan özelliğe sahip bir 

enzimdir. Fakat bu radikalleri dönüĢtürebilme yeteneği sınırlı olduğu için düĢük 

hidrojen peroksit yoğunluğunda etkisini gösterebilmektedir (92,93). Altı adet 

izoenzimi bulunan glutatyon peroksidaz enziminin GSH-Px 5 izoenzimi dıĢındaki 

diğer beĢ izoenzimi selenyum elementine bağlı olarak aktivite gösterir (94). 

GSH-Px enzimi hücrelerde H2O2‟in suya indirgenmesini sağlarken aynı 

zamanda lipidlerin perokside olmasını engelleyen ve hücrede peroksizom dıĢında 

meydana gelen H2O2‟in uzaklaĢtırılmasında görev alan önemli koruyucu 

enzimlerden biridir. Ġnsan vücudunda hemoglobinlerden dolayı meydana 

gelebilecek oksidatif yıkımlara karĢı eritrosit membranlarını muhafaza eder. 

Bundan dolayıdır ki bu enzimin yetersiz olduğu kiĢilerde hemolitik olayların 

görülme olasılığı daha fazladır (95,96). 

GSH-Px‟in katalizlediği tepkimeleri gösterecek olursak; 
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       Eritrositlerde sitrik asit siklusu yoktur. Dolayısıyla hücreler enerjilerini glikolitik 

yolla sağlamak zorundadırlar. Hücre için gerekli NADPH’lar heksoz monofosfat 

yolundan sağlanmaktadır. Heksoz monofosfatın önemi, hücrenin radikal hasarının 

önlenmesinde görevli glutatyon sisteminin NADPH + H
+
 ihtiyacının karşılamasıdır 

(Mungan, 1996). 

       GSH-Px aşağıdaki tepkimeleri katalizler. 

 

                                                 Glutatyon peroksidaz                 

                          H2O2 + 2GSH            GSSG +  2H2O 

                               (redükte glutatyon)        ( okside glutatyon) 

 

                                               Glutatyon peroksidaz    

                      ROOH + 2GSH                 GSSG +  ROH + H2O 

                    PLOOH + 2GSH                             GSSG  + PLOH + H2O 

 

       Hidroperoksidlerin redükte olması ile meydana gelen GSSG, glutatyon redüktazın 

katalizlediği tepkime ile tekrar GSH’a dönüşür (ROOH=Lipid peroksidleri, 

PLOOH=fosfolipid peroksidleri). 

 

                                                             Glutatyon redüktaz 

                      GSSG + NADPH + H
+
      2GSH + NADP

+ 

 

       Glutatyon peroksidazın hücredeki dağılımı glutatyon redüktaza bağlıdır. Her 2 

enzim de sitozolde en yüksek konsantrasyonlarda bulunur (Küçükaksu, 1993; 

Konukoğlu ve Akçay, 1995; Yanbeyi ve Eren, 1999’den). 

       GSH-Px, aynı zamanda prostoglandinlerin sentezinde ve prostosiklin oluşumunun 

regülasyonunda fonksiyon görmektedir ve bu fonksiyonunu prostoglandin sentetaz 

aktivitesini düzenleyerek yapar (Adalı, 1998; Hallwell ve Gutteridge, 1984; Konukoğlu 

ve Akçay, 1995; Takahashı ve Cohen, 1986). 

        Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidazın (PLGSH-Px) molekül ağırlığı 

20.000 dalton olan monomerik, Se ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran 

fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger ( Gonzales ve ark. 1984; Necheles ve 
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(ROOH=Lipid peroksidleri, PLOOH=fosfolipid peroksidleri temsil etmektedir) 

Bu tepkime sonucunda oluĢan GSSG, glutatyon redüktazın katalizörlünde 

NADPH eĢliğinde yeniden GSH‟a dönüĢür. 

 

3.8.6.1.4.Glutatyon (GSH)  

 Yapısında glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran bir 

tripeptittir. Bu molekülün hücreleri oksidatif hasara karĢı korumada görev aldığı 

bilinmektedir (97). 

 

ġekil 9.GSH‟ın moleküler yapısı  

 

3.8.6.1.4.1.Glutatyon Metabolizması  

 Bütün memeli dokularında bulunan glutatyon baĢta karaciğer olmak üzere 

tüm organlarda sentezlenmektedir. Bu bileĢiğin antioksidan özelliği olduğu ve bu 

özelliğini bünyesinde bulundurduğu sistein kısmındaki tiyol (-SH) grubu ile 

gerçekleĢtirdiği yapılan çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (98).   

Vücutta toplam GSH‟ın büyük bir kısmı (  % 85-% 90‟ı) sitozolde 

bulunur. Kalan kısmı ise mitokondri ve diğer organellerdedir. Mitokondrinin 

kendi bünyesinde bulunan GSH sentezinde görev alan enzimlerin miktarı yetersiz 
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       Eritrositlerde sitrik asit siklusu yoktur. Dolayısıyla hücreler enerjilerini glikolitik 

yolla sağlamak zorundadırlar. Hücre için gerekli NADPH’lar heksoz monofosfat 

yolundan sağlanmaktadır. Heksoz monofosfatın önemi, hücrenin radikal hasarının 

önlenmesinde görevli glutatyon sisteminin NADPH + H
+
 ihtiyacının karşılamasıdır 

(Mungan, 1996). 

       GSH-Px aşağıdaki tepkimeleri katalizler. 

 

                                                 Glutatyon peroksidaz                 

                          H2O2 + 2GSH            GSSG +  2H2O 

                               (redükte glutatyon)        ( okside glutatyon) 

 

                                               Glutatyon peroksidaz    

                      ROOH + 2GSH                 GSSG +  ROH + H2O 

                    PLOOH + 2GSH                             GSSG  + PLOH + H2O 

 

       Hidroperoksidlerin redükte olması ile meydana gelen GSSG, glutatyon redüktazın 

katalizlediği tepkime ile tekrar GSH’a dönüşür (ROOH=Lipid peroksidleri, 

PLOOH=fosfolipid peroksidleri). 

 

                                                             Glutatyon redüktaz 

                      GSSG + NADPH + H
+
      2GSH + NADP

+ 

 

       Glutatyon peroksidazın hücredeki dağılımı glutatyon redüktaza bağlıdır. Her 2 

enzim de sitozolde en yüksek konsantrasyonlarda bulunur (Küçükaksu, 1993; 

Konukoğlu ve Akçay, 1995; Yanbeyi ve Eren, 1999’den). 

       GSH-Px, aynı zamanda prostoglandinlerin sentezinde ve prostosiklin oluşumunun 

regülasyonunda fonksiyon görmektedir ve bu fonksiyonunu prostoglandin sentetaz 

aktivitesini düzenleyerek yapar (Adalı, 1998; Hallwell ve Gutteridge, 1984; Konukoğlu 

ve Akçay, 1995; Takahashı ve Cohen, 1986). 

        Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidazın (PLGSH-Px) molekül ağırlığı 

20.000 dalton olan monomerik, Se ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Membran 

fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger ( Gonzales ve ark. 1984; Necheles ve 
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olduğu durumlarda sitozolden takviye yapılarak döngünün devam etmesi sağlanır 

(99). 

Vücutta bulunan glutatyon çoğunlukla serbest halde bulunur. Sadece % 15 

oranında proteinlere bağlıdır. Serbest halde bulunan glutatyon hücrelerde 

genellikle redükte formdadır. Böylece oksidatif stres durumunda okside forma 

dönüĢtürülerek hücrenin maruz kalabileceği oksidatif hasar önlenmiĢ olur. Bu 

yüzden hücrede redükte ve okside formlarının oranı (GSH/GSSG) antioksidan 

özellik açısından çok önemli bir yeri vardır (100). 

Vücutta karaciğer ve böbrek, organlar arası GSH döngüsünün 

korunmasında görev yapan en önemli birimlerdir. Ama bunların yanısıra lens, 

dalak, eritrosit ve lökositler de bu döngünün sağlanmasına yardımcı olurlar.  

Hücredeki GSH içeriğinin devamlılığının sona ermesi geri döndürülemeyen hücre 

hasarlarına bağlıdır. Bu yüzden birçok patolojik olayın tahmin edilebilmesi için 

vücutta  bulunan GSH konsantrasyonunun önemi büyüktür (101). 

 

ġekil 10.  Glutatyon Oksidasyon-Redüksiyon (Redoks) Döngüsü 
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3.8.7. Oksidan Parametre 

3.8.7.1. Malondialdehit (MDA)  

Malign hastalıklar ve birçok inflamatuar oluĢumda hücre metabolizması ile 

meydana gelen serbest radikallerin sayısı artar. Bu durum karĢıısında vücuttaki 

antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldığında hücre membranındaki yağ 

asitleri serbest radikaller ile etkileĢime girerek peroksidasyona uğrarlar (102). 

Lipid peroksidasyonu; fosfolipid, steroid gibi vücutta bulunan bileĢiklerin 

yapısındaki doymamıĢ yağ asitlerinin serbest radikaller ile reaksiyona girerek 

çeĢitli aldehit, alkol, hidroksi asit gibi ürünlere dönüĢmesini içeren ve bunun 

sonucunda genel olarak yıkıcı etki gösteren birbirini takip eden zincir 

reaksiyonları olarak bilinir. Bu reaksiyonlar sonucunda meydana gelen membran 

hasarlarının geri dönüĢümü mümkün değildir (103). 

Organizmada, serbest radikaller aracılığı ile membrandaki doymamıĢ yağ 

asidi zincirinden bir hidrojen koparılmasıyla lipid peroksidasyonu baĢlamıĢ olur 

ve bu olay ortamda malondialdehid (MDA) miktarının artmasına sebep olur 

(104,105). Vücuttaki lipid peroksidasyonunun değerlendirilmesinde bu 

peroksidasyon reaksiyonunun son ürünü olan MDA düzeyi kullanılır (106). Kan 

plazmasında kolay bir Ģekilde tayin edilebilmekte olan ve oksidatif stres 

parametreleri arasında önemi bir yere sahip olan MDA, idrar numunelerinde de 

tespit edilebilmektedir (107). 

 Malondialdehit üretimi üç ya da daha fazla çift bağı bünyesinde 

bulunduran yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olmaktadır (ġekil 11). 

MDA‟nın mutajenik, karsinojenik ve genotoksik özellikte olmasının 
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nedenlerinden bazıları aĢağıdaki gibi sıralanabilir: 

 Membranın yapısında bulunan bileĢenlerin polimerizasyonuna ve çapraz 

bağlanmalarına neden olur. 

 Hücre membranlarında neden olduğu deformasyonlar ile Ģekil ve biçim 

bozukluklarına sebep olur. 

 Enzim aktivitesi, iyon transportu gibi iç membranın bazı özelliklerini 

değiĢtirerek yapısını bozar. 

 DNA‟nın nitrojen bazları ile etkileĢime girerek yapısında değiĢikliklere 

neden olabilir (107,108). 

 

ġekil 11. Yağ asitlerinin peroksidasyonu ve malondialdehit oluĢumu (92). 
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3.9. Kullanılan Karsinogen Ajan 

3.49.1. [7,12]-Dimetilbenzantrasen (DMBA) 

Serbest radikallerin oluĢumunda rol oynayan polisiklik aromatik hidrokarbonların 

(PAH) karsinogenenezi tetiklediği bilinmektedir. Bir PAH türü olan 7,12-

Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekülü de hücrede oksidatif hasara sebep olarak 

hidroksi, süperoksit, peroksidler gibi reaktif oksijen radikallerini oluĢturur. Bu etkisini 

DNA bağlarındaki kırılma veya lipid peroksidasyonu gibi yollarla meydana getirerek 

mutajenik ve karsinojenik etki gösterir (109). 

 Gerek kemirgenler üzerinde yapılan in vivo çalıĢmalarda gerekse de mutajenik 

hücrelerde yapılan in vitro çalıĢmalarda DMBA‟ ya maruz bırakılma sonucunda tümörlü 

hücre miktarında önemli bir artıĢ olduğu görülmüĢtür (110). 

 DMBA metabolizması sırasında meydana gelen ara bileĢikler DNA‟ya 

bağlanarak genetik mutasyona sebep olur (111). Bu Ģekilde yapısı bozulan DNA lipid 

peroksidasyonuna sebep olarak hücre içinde hidroksi ve süperoksit anyonların 

çoğalmasıyla serbest radikallerin sayısını artırır ve böylece karsinojenik etkisini gösterir  

(112). 

 

ġekil 12. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekülü  
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Şekil 2.1. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekülü  

Molekül Formülü  : C20H16 

Molar kütlesi         : 256.34 

Erime Sıcaklığı     : 122-123 °C  

 

2.1.2 PAH Metabolizması 

                 Bu bileşikler hidrofobik olmalarından dolayı yağlı dokularda, böbrekte ve 

karaciğerde depolanırlar. PAH’lar tek başlarına oldukça düşük toksikliğe sahiptirler 

(pro-karsinojen). PAH’ların tümör ve mutajen etki göstermeleri için metabolik 

aktivasyona uğramaları gerekmektedir. Memelilerdeki PAH metabolizması esas 

olarak karaciğerde olur. Sitokrom P450 enzimleri ile katalizlenir. PAH’lar daha polar 

ve suda çözünen yapıya dönüşerek vücuttan dışarı atılırlar. Bu 

işleme‘’detoksifikasyon’’ denir (20). Benzo[a]piren’in bazı konjuge biçimlerinin 

kimyasal yapıları Şekil 2.2.’de verilmiştir.  

           

 

   

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 2.2. Benzo[a]piren’ in bazı konjuge biçimlerinin kimyasal yapısı (20). 
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Molekül Formülü : C20H16  

Molar kütlesi : 256,34  

Erime Sıcaklığı : 122-123 °C  

 

 

ġekil 13. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen‟in olası metabolik aktivasyon yolakları (113 ).  
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Şekil 2.4.  7,12-Dimetilbenz[a]antrasen’in olası metabolik aktivasyon yolakları (20). 

 

2. 2. Dimetilsülfoksid (DMSO) 

DMSO, formülü (CH3)2SO olan organo kükürt bileşiğidir (Şekil 2.5.). 

Renksiz ve sıvı halde olan bu bileşik önemli bir polar çözücüdür. DMSO, polar 

aprotik bir çözücüdür.
 

 

Şekil 2.5.  DMSO’ nun kimyasal yapısı
 

Suda çözünemeyen ilaçlar için başka çözücülere ihtiyaç vardır. Yapısından 

dolayı DMSO bazı maddelerin çözücüsü olarak kullanılan kimyasal bir ajandır (23).  
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4. GEREÇ ve YÖNTEM 

4.1.Gereç 

4.1.1. Deney Hayvanlarının Bakım ve Beslenmeleri 

 ÇalıĢmada toplam 32 adet yaklaĢık 100-150 gram Wistar-Albino ırkı diĢi 

sıçan kullanılmıĢtır. AraĢtırmaya baĢlamadan önce Fırat Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulundan araĢtırma için etik kurul izni (Protokol No: 

2016/57) alınmıĢtır. Deney hayvanları; Fırat Üniversitesi, Tıp Fakültesi Deneysel 

AraĢtırmalar Merkezinden (FÜDAM) temin edilmiĢ olup hayvanlar optimal 

Ģartlarda sabit sıcaklık (22-24 
0
C) ve nem altında (% 60±5), aydınlık/karanlık 

(12/12 saat) sikluslarının olduğu klimalı odalarda özel kafeslerde korunarak 

standart yem ile beslenmiĢ ve musluk suyu ad libitum sağlanmıĢtır (Tablo 4). 

Tablo 4 Standart Yem BileĢenleri 

Yem BileĢeni Yüzdesi 

Su (en çok) % 12 

Ham protein (en az) % 24 

Ham selüloz (en çok) % 7 

Ham kül (en çok) % 8 

HCl‟de çözünmeyen kül (en çok) % 2 

NaCl (en çok) % 1 

Mineral Karması* % 1,25 

Vitamin Karması** % 1,25 

Metabolik Enerji 2650 kcal/kg 
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*Mineral Karması: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 9), Sodyum (% 0.5-0.7), 

Mangan (10 mg/kg), Çinko (4 mg/kg) 

**Vitamin Karması: Vitamin A (300 IU/kg), Vit D3 (1000 IU/kg), Vit E (60 

mg/kg, Vit B2 (4mg/kg) 

4.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tez çalıĢmasında kullanılan kimyasal maddeler, üretici firmaları ve ürün 

kodları aĢağıda Tablo-5‟te verilmiĢtir 

Tablo 5. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kimyasal Madde  Üretici Firma ve Ürün Kodu 

DMBA Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. 

Tokyo, Japan, (Cat No: D0677) 

Raloksifen Combi-BlocksCompany, San Diego, 

CA, USA, (Cat No: QA-8277) 

Fluoksetin Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. 

Tokyo, Japan, (Cat No: F0750) 

Rat VEGF ELISA Kiti YL Biont, Shanghai YL Biotech Co., 

Ltd. ( Cat No: YLA0190RA) 

Rat M-CSF ELISA Kiti YL Biont, Shanghai YL Biotech Co., 

Ltd. ( Cat No: YLA0427RA) 

Rat MMP-9 ELISA Kiti YL Biont, Shanghai YL Biotech Co., 

Ltd. ( Cat No: YLA0585RA) 
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4.1.3. Kullanılan Gereçler 

Tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve üretici 

firmaları aĢağıda Tablo-6 te verilmiĢtir.  

Tablo 6. Kullanılan Gereçler 

Kullanılan Cihazlar Üretici Firma 

Analitik Terazi Sartorius, Germany 

ELĠSA Cihazı Biotek ELX 800 

Soğutmalı Santrifüj Cihazı Heraeus D-37520, Germany 

Etüv Nüve EN 400,Türkiye 

Homojenizatör Ultra-Turrax, T25, Germany 

Metabolik Ġnkübatör Thermo-shaker MBS100-4A,  Poland 

Distile Su Cihazı PV-PP(AQUA) Water System, Ġtaly 

Manyetik KarıĢtırıcı Snijders hot plate magnetic stirrer 

34532, Holland 

Vorteks VELP SCIENTIFICA,F20220176, 

Europe 

UV/ VisibleSpektrofotometre T60 UV-Visiblespectrophotometer 

Qubit Florometre Qubit® Fluorometer, Israel 

 

4.1.4. Kullanılan Kimyasalların HazırlanıĢı 

 Kanserojen ajan olan DMBA‟nın 80 mg/ kg‟ı 1 mL zeytinyağı içerisinde 

çözündürüldü. Tedavi ajanlarından biri olan Raloksifenin 3 mg/kg dozu 1 mL 

DMSO içinde çözündürülürken, diğer bir tedavi ajanı olan Fluoksetin‟in 30 
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mg/kg‟ı 1mL distile su içerisinde çözündürülerek kullanıma hazır hale getirildi. 

Tedavi ajanları uygulama yapılan günlerde hazırlanıp taze bir Ģekilde 

uygulanmıĢtır. 

5.1.5. Deney Hayvanlarının Hazırlanması 

 ÇalıĢma gruplarını oluĢturan toplam 32 adet deney hayvanı öncelikle her 

bir grupta en az 8 sıçan olacak (deney protokolü nedeni ile oluĢabilecek sıçan 

kayıplarını önlemek ve istatistiksel değerlendirmelerin sağlıklı bir Ģekilde 

yapılmasını sağlamak amacı ile) Ģekilde 4 farklı gruba ayrılmıĢtır. ÇalıĢmanın 

baĢlangıcında, çalıĢma süresi boyunca haftada bir kez ve çalıĢma sonunda 

hayvanlar dekapite edilmeden önce tüm gruplardaki hayvanların vücut ağırlıkları 

ölçülmüĢtür.  

 Grup I (DMBA Grubu): ÇalıĢma baĢlangıcının 15. gününde, DMBA     

(1 mL zeytinyağı içinde 80 mg/kg dozda, gavaj yoluyla, tek doz) uygulanmıĢtır. 

Sıçanlar 90 gün boyunca beslenerek meme kanserinin oluĢumu palpasyon ile 

gözlenmiĢtir. 

 Grup II (DMBA+ RAL Grubu): DMBA ile meme kanseri oluĢturulmuĢ 

sıçanlara Raloksifen (RAL) 1 mL DMSO içinde çözülerek 3 mg/kg dozda gavaj 

yolu ile 6 hafta boyunca haftada 3 kez verilmiĢtir. 

 Grup III (DMBA+FLX Grubu): DMBA ile meme kanseri oluĢturulmuĢ 

sıçanlara Fluoksetin  (FLX)  6 hafta boyunca günde 30 mg/kg dozda 1mL distile 

suda çözülerek gavaj yolu ile verilmiĢtir. 
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 Grup IV (DMBA+RAL+FLX Grubu): DMBA ile meme kanseri 

oluĢturulmuĢ sıçanlara yukarıda belirtilen dozlarda Fluoksetin (FLX)  ile 

Raloksifen (RAL)  eĢ zamanlı olarak verilmiĢtir.  

4.1.6. Kan Örneklerinin Hazırlanması 

 ÇalıĢmada biyokimyasal analizlerin tayini için kullanılan kan örnekleri her 

bir sıçandan 1 adet olmak üzere uygun Ģekilde Etilen DiaminTetra Asetik Asit 

(EDTA) içeren tüplere alınmıĢtır. Alınan kan örnekleri 3000 rpm‟de 10 dakika 

santrifüj edilerek plazmaları ayrılmıĢtır. ÇalıĢılacak parametrelere bağlı olarak 

plazma örnekleri, eppendorf tüplere porsiyonlar halinde bölünerek analizler 

yapılıncaya kadar -80°C‟de saklanmıĢtır. Plazma örneklerinde; Kanser Antijen 

15-3 (CA 15-3),  Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF),  Makrofaj 

Koloni Stimülan Faktör (M-CSF), Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9), ve onun 

spesifik Doku Ġnhibitörü Metalloproteinaz-1 (TIMP-1) düzeyleri enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) yöntemiyle uygun ticari kitlerle prosedürüne 

uygun olarak tayin edilmiĢtir. 

 4.1.7. Dokuların Homojenizasyonu 

Tümörlü dokuyu içeren meme dokusu eksize edilerek çıkartıldıktan sonra 

bir kısmı histopatolojik incelemeler için ayrılırken diğer bir kısmı ise % 0,9‟luk 

soğuk (+4ºC) sodyum klorür (NaCI) ile yıkandıktan ve kurutma kâğıdı ile 

kurutulduktan sonra dokular 0, 01M‟lık PBS (1/10) çözeltisi içinde, 16000 rpm‟de 

3 dakika uygun Ģartlarda homojenize edilmiĢtir. Homojenat 5000xg‟de 1 saat 

(+4ºC‟de) santrifüj yapılarak süpernatantları ayrılmıĢ ve analiz zamanına kadar -

80°C‟de bekletilmiĢtir. Protein içeriği Lowry yöntemi ile tayin edilmiĢtir (114). 
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Doku süpernatantlarında, antioksidan enzimlerinin aktiviteleri tayin edilmiĢ olup 

antioksidan enzimlerden Glutatyon Peroksidaz (GPx), Süperoksid Dismutaz 

(SOD), Katalaz (CAT) aktiviteleri, Redükte Glutatyon (GSH) ve lipid 

peroksidasyonunun son ürünü olan Malondialdehid (MDA) düzeyleri uygun 

yöntemler kullanılarak spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Ayrıca doku 

süpernatantlarında; plazma örneklerinde olduğu gibi ELISA yöntemi ile VEGF, 

M-CSF, MMP-9 ve TIMP-1 düzeyleri de tayin edilmiĢtir. 

4.2. Yöntem 

4.2.1. Enzim Ġmmün Ölçümler 

ELISA yöntemi, özgül antijen-antikor bağlanması reaksiyonu ile 

antikorlara alkalen fosfataz veya horse radish peroksidaz gibi bir enzim 

bağlanması ve bu enzim substratının renkli ürünlere dönüĢtürülmesi suretiyle 

gösterilmesi esasına dayalı immünokimyasal bir ölçüm tekniğidir. ÇalıĢmamızda 

seçilen parametrelere özgü sıçanlardan alınan monoklonal antikor, 96 gözlü 

plate‟ler üzerine önceden kaplanmıĢ olarak kit içeriğinde bulunmaktadır. Plazma 

ve doku örnekleri ile standartlar platelerde bulunan uygun kuyucuklara 

eklendikten sonra, 37 ° C'de inkübasyona bırakılmıĢtır. Reaksiyon gerçekleĢtikten 

sonra, plate‟ler yıkanmıĢ ve kuyucuk içerisinde çözelti kalmamasına dikkat 

edilmiĢtir. Daha sonra enzim substratı ortama eklenmiĢtir. Absorbanslar ELX 800 

ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm‟de okutulmuĢtur. Plate 

yıkamalarında ise otomatik yıkayıcı olarak Bio-tek ELX 50 (BioTekInstruments, 

USA) kullanılmıĢtır.  
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4.2.1.1. Plazma VEGF Düzeylerinin Ölçümü 

Plazma VEGF düzeyleri, sıçan VEGF-  ELISA kiti (YL Biont, Shangai.  

YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLA0190 RA) kullanılarak kit prosedürüne 

uygun olarak çalıĢıldı. Sonuçlar ng/mL olarak belirtildi. Kitin ölçüm aralığı            

kit prosedüründe 10 - 3000 ng/mL, sensitivitesi < 5,01 ng/ml olarak belirlenmiĢtir. 

4.2.1.2. Plazma M-CSF Düzeylerinin Ölçümü 

Plazma M-CSF düzeyleri, sıçan M-CSF-  ELISA kiti (YL Biont, Shangai.  

YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLA0427RA) kullanılarak kit prosedürüne 

uygun olarak çalıĢıldı. Sonuçlar ng/mL olarak belirtildi. Ölçüm aralığı 20 - 2000 

ng/ml, sensitivitesi < 11,24 ng/ml‟dir. 

4.2.1.3. Plazma MMP-9 Düzeylerinin Ölçümü 

Plazma MMP-9 düzeyleri, sıçan MMP-9  ELISA kiti (YL Biont, Shangai.  

YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLA0585RA) kullanılarak kit prosedürüne 

uygun olarak çalıĢıldı. Sonuçlar ng/ml olarak belirtildi. Ölçüm aralığı 0,05 - 10 

ng/ml, sensitivitesi < 0,01 ng/ml olarak kitte belirtilmiĢtir. 

4.2.1.4. Plazma TIMP-1 Düzeylerinin Ölçümü 

Plazma TIMP-1 düzeyleri, sıçan TIMP-1 ELISA kiti (YL Biont, Shangai.  

YL BiotechCo., Ltd. Katalog No:YLA0572RA) kullanılarak kit prosedürüne 

uygun olarak çalıĢıldı. Sonuçlar ng/ml olarak belirtildi. Kitin ölçüm aralığı 0,05 -

10 ng/ml, sensitivitesi < 0,02 ng/ml olarak belirtilmiĢtir. 
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4.2.2. Doku Numunelerinde Antioksidan ve Oksidan Parametrelerin 

Ölçüm Yöntemleri 

4.2.2.1. Doku Malondialdehit (MDA) Düzeyi 

MDA düzeylerini belirlemede Ohkawa ve arkadaĢları tarafından önerilen 

metod kullanılmıĢtır (114). Sonuçlar doku için nmol/g protein olarak tanımlandı. 

Sonuçlar aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplandı: 

    
                  

                     
   Standartın Konsantra      

4.2.2.2. Doku Glutatyon Peroksidaz(GSH-Px) Aktivitesi 

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaĢlarının (116) metodu 

kullanılarak belirlendi. GSH–Px; hidrojen peroksit varlığında redükte glutatyonun 

(GSH) okside glutatyona (GSSG) yükseltgenmesini katalizler. Hidrojen 

peroksidin bulunduğu ortamda GSH-Px‟in oluĢturduğu GSSG, Glutatyon 

Redüktaz ve NADPH yardımı ile GSH‟a indirgenir. GSH-Px aktivitesi 

NADPH‟ın NADP
+
‟ya yükseltgenmesi sırasındaki absorbans azalmasının 340 

nm‟de okunması ile tayin edildi. 

 

ε = NADPH ′ın ekstinksiyon sabiti (6,22 x 10
3 

L.mol
-1

.cm
-1

)  

Vt= Total reaksiyon hacmi (mL) 

Vs= Total reaksiyon içindeki numune hacmi (mL)  

L = Küvet çapı (1cm) 
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Δ A/t = Dakikadaki absorbans değiĢimi 

10
6

= Molü μM ′e çevirmek için kullanılan faktör 

                                           
            

             
 

4.2.2.3. Doku Katalaz (CAT) Aktivitesi 

Katalaz aktivitesini ölçmek için Aebi (117) metodu kullanılmıĢtır. CAT, 

H2O2‟in yıkılımını katalize eder. H2O2‟in CAT tarafından yıkım hızı, H2O2‟in  

240 nm dalga boyunda ıĢığı absorbe etmesinden yararlanılarak spektrofotometrik 

olarak ölçülmüĢtür. Hesaplamalar aĢağıdaki formüle göre yapılmıĢtır; 

k = (2,3/30) x (log A1/A2) x Dilüsyon 

Dokuda  CAT aktivitesi k/g protein olarak hesaplanmıĢtır. 

4.2.2.4. Doku Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi 

 Süperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi tayininde Sun ve ark. tarafından 

geliĢtirilen yöntem kullanıldı (118). Yöntemin prensibi  ksantin oksidaz  ile  

ksantinin oksidasyonu sırasında açığa çıkan O
-
2‟nin Nitroblue Tetrazolium  

(NBT)‟u redükleyerek, formazan oluĢturması esasına dayanmaktadır. SOD 

aktivitesi yükseldikçe, NBT ile reaksiyona giren O
-
2 miktarı azalacak ve formazan 

oluĢumu azalacaktır.  

Örneğe ait hesaplanan yüzde inhibisyon değerine karĢılık gelen SOD 

değeri standart eğri kullanılarak bulunur. SOD aktivitesi U/g protein birimi olarak 

verilmiĢtir. 



48 
 

4.2.2.5.  Doku Redükte Glutatyon (GSH) Tayini 

GSH tayini kanser ve tedavi grubu sıçanların meme dokularında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sıçanlardan alınan meme doku örnekleri soğuk % 0,9‟luk 

sodium klorür çözeltisiyle yıkanmıĢ, 2 ml sodyum klorür ile homojenize 

edilmiĢtir. Homojenize doku örnekleri 7000 rpm‟de 5 dakika 4
o
C‟de 

santrifüjlenmiĢ, elde edilen süpernatantlarda GSH analizi Beutler ve 

arkadaĢlarının (119) önerdiği yönteme göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Dokudan elde 

edilen süpernatantlar triklorasetik asit (TCA) ile  % 10 (v/v) olacak Ģekilde 

muamele edilip santrifüjlemiĢtir. Elde edilen süpernatantların üzerine disodyum 

hidrojen fosfat çözeltisi ile ditiyorbisnitro benzoik asit içeren Elman ayracı 

eklenmiĢ ve 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okunmuĢtur. 

Sonuçlar µmol/g protein olarak ifade edilmiĢtir. 

4.2.3.Histopatolojik ve Ġmmünohistokimyasal Analizler 

4.2.3.1. Histopatolojik Ġncelemeler 

Sakrifiye edilerek meme dokuları çıkarılan sıçanlarda yapılan 

makroskobik değerlendirmeler sonunda resimleri çekildi. Histopatolojik inceleme 

için çıkarılan meme dokusuna ait lümen içeriği serum fizyolojik ile temizlendi ve 

doku % 10‟luk formaldehit içinde tespit edildi. Tespiti yapılan dokulardan, rutin 

histolojik takiplerinden sonra parafin bloklar hazırlanarak mikrotomda 5 μm 

kalınlığında seri kesitler alındı. Daha sonra histolojik kesitler, hematoksilen-eozin 

(HE) ile boyandı ve ıĢık mikroskobunda incelendi. Lezyonlar Olympus BX43 ıĢık 

miktoskobu ile incelenerek, Olympus DP72 görüntüleme cihazi ile fotoğraflandı. 

Saptanan lezyonlar histopatolojik olarak sınıflandırıldı. Bu sınıflandırma 
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deneyimli ve birbirinden bağımsız iki patoloji uzmanı tarafından yapıldı ve 

gruplardaki histopatolojik lezyonların sayısı belirlendi. 

4.2.3.2. Doku Örneklerinin Alınması 

Histolojik çalıĢma için her gruptan alınan meme dokuları formol 

solüsyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 7) 

geçirilerek dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilolde parlatılıp parafin bloklara 

gömüldü. 

Tablo 7. Histolojik Takip Serileri 

 

ĠĢlem Sırası                           ĠĢlem                                                      Süre 

 

1                                           % 70 Alkol                                               2 saat 

2                                           % 80 Alkol                                               1,5 saat 

3                                           % 96 Alkol  I        30 dakika 

4                                           % 96 Alkol II                                           30 dakika 

5                                           % 100 Alkol I                                      30 dakika 

6                                           % 100 Alkol II                       30 dakika 

7                                           Alkol + Xylol 15  dakika 

8                                           Xylol I                                            15 dakika 

9                                           Xylol II                                              15 dakika 

10                                         YumuĢak parafin + Xylol     45 dakika 

11                                         YumuĢak parafin                  1 saat 

12                                         YumuĢak parafin + Sert parafin          1,5 saat 

13                                         Sert parafin                               3 saat 
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4.2.3.3. TUNEL Metodu 

Parafin bloklardan 5-6 μm kalınlığında alınan kesitler polilizinli lamlara 

alındı. Üretici firmanın talimatları doğrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase 

InSitu Apoptosis Detection Kit (Chemicon, Cat No: S7101, USA) kullanılarak 

apoptoza giden hücreler belirlendi. 

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden 

geçirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yıkandı. % 0.05„lik proteinaz K ile 

10 dakika inkübe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek için 

% 3 hidrojen peroksit ile 5 dakika inkübe edildi. PBS ile dokular yıkandıktan 

sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkübe edilip, 37º C‟de nemli ortamda 

çalıĢma solüsyonu (%70 µl Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme ) ile 60 dakika 

inkübe edildi. Stop/WashBuffer‟da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-

Digoxigenin-Peroksidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidin (DAB) 

substratı ile apoptotik hücreler görüntülendi. Harris hematoksilen ile zıt boyası 

yapılan kesitler uygun kapatma solüsyonu ile kapatıldı. Hazırlanan preparatlar 

Novel N-800M mikroskobunda incelenerek değerlendirildi ve fotoğraflandı. 

TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye 

boyanmıĢ çekirdekler normal, kahverengi nükleer boyanma gösteren hücreler 

apoptotik olarak değerlendirildi. Kesitlerde 10'luk büyütmede rastgele seçilen 

alanlarda, normal ve apoptotik en az 1000 hücre sayıldı. Apoptotik hücrelerin, 

toplam (normal + apoptotik) hücrelere oranlanması ile Apoptotik indeks (AI)‟i 

hesaplanarak istatistiksel analizleri yapıldı. Boyama metodu aĢağıdaki tabloda 

ayrıntılı olarak verilmiĢtir (Tablo 8). 
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Tablo 8. TUNEL Boyama Prosedürü. 

 ĠĢlem Süre 

1 60ºC etüv Bir gece 

2 Xylol 3X15 dakika 

3 %100, %96, %80,  %70 etil alkol 3'er dakika 

4 PBS 5 dakika 

5 Kesitlerin çevreleri sınırlayıcı kalem ile çizilir. ............. 

6 1:500dilüsyondakiProtinaz K solüsyonu 20 dakika 

7 PBS 3X5 dakika 

8 Endojen peroksit blokajı (% 3 H2O2) 3 dakika 

9 PBS 3X5 dakika 

10 Equilibration tampon solüsyonu 10 dakika 

11 ÇalıĢma solüsyonu (%70 µl ReactionBuffer 

+ %30 TdTEnzyme) 37°C‟de 

60 dakika 

12 Stop/WashBuffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sıcaklığında 10 dakika 

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika 

14 PBS 3X5 dakika 

15 DAB DilutionBuffer  + DAB Substrate 5-10 dakika 

16 PBS 3X5 dakika 

17 Distile su 5 dakika 

18 Harris hematoksilen 1-5 dakika 

19 Distile su 5 dakika 

20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika 

21 Xylol 2X5 dakika 

22 Kapatma medyumu kullanılarak lamel ile kapatma. ............. 
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4.2.3.4. Ġstatistiksel Analiz 

Ġstatistiksel analiz için Fırat Üniversitesine ait lisansı olan SPSS version 22 

programı kullanıldı. Elde edilen veriler ortalama  standart sapma olarak 

belirlendi. Gruplar arası değerlendirme One-way ANOVA ve posthoc Tukey testi 

ile yapıldı. p0,05 değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

 5.1. Meme Tümör Dokusunun Makroskopik ve Histopatolojik 

Değerlendirilmesi 

 Kanserojen bir ajan olan DMBA „nın bir deneysel protokole bağlı olarak 

sıçanlara uygulanması sonucu meme dokusunda tümör oluĢumu tespit edilmiĢtir. 

Meme karsinomunun varlığı makroskopik ve histolojik değerlendirme ile 

doğrulanmıĢtır (ġekil 14, 15). Tüm gruplarda oluĢan meme karsinomunun görünür 

boyutları karĢılaĢtırıldığında, tümörün DMBA grubunda nispeten daha büyük 

olduğu saptanmıĢtır. RAL+FLX‟ inin kombine uygulandığı grupta ise  tümör 

boyutunun neredeyse yarı yarıya küçüldüğü gösterilmiĢtir. Bu veriler kombine 

ilaç tedavisinin DMBA‟nın neden olduğu kimyasal karsinogenezin yıkıcı etkisini 

azaltabileceğini göstermektedir. 

 

ġekil 14. Meme Karsinomunun Makroskobik Değerlendirilmesi   
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5.2.Terapötik Ajanların Kilo ArtıĢı ve Büyüme Oranı Üzerine Etkisi 

ÇalıĢma  süresince tüm sıçanların kiloları haftalık periyodlarda tartılarak 

kaydedilmiĢtir. Tüm gruplardaki sıçanların kilo alımları çalıĢma süresince normal 

bir seyir gösterirken sıçanların baĢlangıç kiloları ile deneysel uygulamanın 

sonundaki kiloları karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı bir farklılık 

bulunmamıĢtır. Tedavi ajanlarının uygulandığı gruplarda kilo alımı, sadece 

DMBA uygulanmıĢ gruptaki sıçanlara göre bir artıĢ gösterirken en fazla artıĢ 

kombine tedavinin (RAL+FLX) uygulandığı gruptaki hayvanlarda gözlenmiĢtir. 

Büyüme oranları değerlendirildiğinde ise sadece DMBA uygulanmıĢ ratlara 

oranla kombine tedavi gören sıçanlarda istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ 

saptanmıĢtır (p<0,05)(Tablo 9).  

Tablo 9. DMBA ve Tedavi Gruplarındaki Sıçanların Ağırlık DeğiĢimleri ve Büyüme 

oranları  

 BaĢlangıç(g) Final(g)  Kilo Alımı(g) 

Büyüme** 

Oranı  

 
 

DMBA 280,44±37,56 300,50±47,86 18,06±12,93 0,14±0,10   

DMBA+RAL 282,75±25,31 300,88±32,96 18,13±10,37 0,14±0,08   

DMBA+FLX 292,13±30,68 310,38±40,32 19,50±11,52
 

0,15±0,09
   

DMBA+RAL+FLX 294,63±24,40 329,25±28,14 34,63±10,49*
 

0,26±0,08
*
   

 

 *p < 0,05, DMBA grubu ile karĢılaĢtırıldığında; sonuçlar  X±SD Ģeklinde verilmiĢtir. 

** Büyüme oranı = (Son vücut ağırlığı - BaĢlangıç vücut ağırlığı) / Toplam uygulama gün sayısı 
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         Bu durum kombine tedavinin, DMBA ile uyarılmıĢ meme karsinogenezine 

karĢı optimum iyileĢtirici etkisinin olduğunu düĢündürmektedir. 

5.3. Plazma ELISA Parametrelerinin Gruplara Göre DeğiĢimi 

Plazma  CA 15-3, VEGF, M-CSF, MMP-9 ve TIMP-1 düzeylerinin meme 

kanseri oluĢturulan grup ile tedavi gruplarındaki  değiĢimi Tablo 10‟da verilmiĢtir. 

Tablo 10. Terapötik Ajanların Ölçülen Plazma Parametreleri Üzerindeki Etkisi 

Gruplar CA15-3 

(µIU/mL) 

VEGF 

(ng/mL) 

M-CSF 

(ng/L) 

MMP-9 

(ng/mL) 

TIMP-1 

(ng/mL) 

 

DMBA 

 

32,46±79,98 

 

580,86±58±42 

 

523,65±91,11 

 

1,14±0,44 

 

1,86±0,42 

DMBA+RAL 21,83±4,74** 461,34±34,26* 515,60±74,14 1,00±0,32 1,36±0,40** 

DMBA+FLX 23,65±5,36 398,98±57,20*** 458,29±86,85 0,92±0,14 1,18±0,21*** 

DMBA+RAL+FLX 20,58±8,21** 231,74±93,30*** 446,97±108,34 0,65±0,21** 1,30±0,23** 

 

* DMBA grubuyla kıyaslandığında; p=0,005, ** DMBA grubuyla kıyaslandığında; p<0,05       

*** DMBA grubuyla kıyaslandığında; p<0,005 

   

 Plazma CA15-3 düzeyleri DMBA grubu ile karĢılaĢtırıldığında tüm tedavi 

gruplarında azalmıĢ olup en etkili azalma kombine tedavi grubunda gözlenmiĢtir, 

Plazma CA15-3 düzeyindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtır. 

Plazma VEGF düzeyleri ise, tüm tedavi gruplarında DMBA grubuna göre 

istatiksel açıdan anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p<0,05). Plazma M-CSF 

düzeyleri açısından tedavi gruplarında anlamlı olmayan bir azalma saptanmıĢtır. 

Tedavi ajanı olarak RAL+ FLX kombinasyonu uygulanan grupta DMBA grubuna 

oranla plazma MMP-9 düzeylerinin istatistiksel olarak önemli ölçüde azaldığı 
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saptanmıĢtır (p<0,05). Plazma TIMP-1 düzeyleri ise DMBA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında tüm tedavi gruplarında anlamlı olarak azalmıĢtır (p<0,05). En 

etkili azalma tedavi ajanı olarak kullanılan FLX grubunda gözlenmiĢtir (p<0,005) 

(Tablo 10). 

 5.4. Doku ELISA Parametrelerinin Gruplara Göre DeğiĢimi 

 Doku CA 15-3, VEGF, M-CSF ve MMP-9 düzeyleri DMBA uygulanmıĢ 

grup ile karĢılaĢtırıldığında DMBA+RAL, DMBA+FLX ve DMBA+RAL+FLX 

gruplarında azaldığı görülmüĢtür. Tüm tedavi gruplarında CA 15-3 ve M-SCF 

düzeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunurken RAL+FLX grubu 

dıĢındaki grupların VEGF düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

gözlenmemiĢtir (p>0,05). 

Tablo 11. Terapötik Ajanların Ölçülen Doku Parametreleri Üzerindeki Etkisi 

Gruplar 

CA15-3 VEGF M-CSF MMP-9 TIMP-1 

(IU/g protein) (ng/L protein) (ng/Lprotein) (ng/Lprotein) (ng/mLprotein) 

DMBA 363,78±70,43 5346,54±1144,79 5,77±0,57 12,91±2,69 10,91±2,20 

DMBA+RAL 174,13±45,99*** 4374,00±567,99 4,65±0,75* 7,73±1,28** 13,20±2,63 

DMBA+FLX 231,84±56,26** 4537,37±866,94 4,59±0,66* 10,06±3,15 13,71±2,52 

DMBA+RAL+FLX 213,98±60,03*** 4063,05±894,79* 4,29±0,81** 9,04±2,74* 18,32±2,76*** 

 

* DMBA grubuyla kıyaslandığında; p<0,05 ;** DMBA grubuyla kıyaslandığında; p<0,005 

***DMBA grubuyla kıyaslandığında; p=0,001 

Bununla birlikte, MMP-9 düzeylerindeki en etkili azalma RAL ile tedavi 

edilen grupta görülmüĢtür. TIMP-1 düzeyleri ise kombine grupta istatistiksel 

olarak anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir (p=0,001) (Tablo 11). Elde edilen bulgular 
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ıĢığında en önemli TIMP-1 düzeyindeki değiĢikliklerin gözlemlendiği grubun 

DMBA+RAL+FLX grubu olduğu düĢünülmektedir. 

5.5. Doku GSH, MDA Düzeyleri ile Antioksidan Enzim Aktivitelerinin 

Gruplara Bağlı Olarak DeğiĢimi  

Doku MDA düzeyleri incelendiğinde, DMBA grubuna göre tüm tedavi 

gruplarında bir azalma gözlenmiĢtir, ancak bu azalma sadece DMBA+FLX 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (p>0,05). DMBA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında meme dokusu SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri 

DMBA+RAL ve DMBA+RAL+FLX gruplarında artmıĢtır. GSH-Px ve CAT 

aktivitelerinde görülen artıĢlar DMBA+RAL+FLX grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur (sırasıyla p<0,001 ve p<0,05). DMBA+RAL ve 

DMBA+RAL+FLX gruplarının doku GSH düzeyleri DMBA grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir (p<0,05)( Tablo 12). 

Tablo 12. Meme Dokusunda Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Gruplara Bağlı Olarak 

DeğiĢimi   

Group  MDA 

(nmol/g protein) 

CAT 

(k/g protein) 

GSH-Pₓ 

(U/g protein) 

SOD 

(U/g protein) 

GSH 

(µmol/g protein) 

DMBA  258,43±77,62 0,12±0,06 198,47±46,74 383,10±120,39 224,02±2,69 

DMBA+RAL  137,22±70,47** 0,17 ± 0,09 284,62± 71,85 500,85 ± 91,76 330,07±2,38** 

DMBA+FLX  210,24±92,07 0,17 ± 0,10 271,84± 68,80 443,56±153,40 227,62±1,35 

DMBA+RAL+FLX  118,28±60,20** 0,39±0,26** 411,25±141,35* 556,55±156,27 330,89±7,01** 

 

*p<0,001 DMBA grubu ile karĢılaĢtırma; **p<0,05 DMBA grubu ile karĢılaĢtırma  

5.6. Meme Dokusunun Gruplarda Histopatolojik Değerlendirmesi 
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IĢık mikroskobu altında apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan 

TUNEL boyama incelenmesi sonucunda; DMBA grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

(ġekil 2A), TUNEL pozitifliği DMBA+RAL (ġekil 2B), DMBA+FLX (ġekil 2C) 

ve DMBA+RAL + FLX (ġekil 2D) gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

artıĢ göstermiĢtir (p<0,05). Kombine tedavi (DMBA+RAL+FLX) grubu tek 

baĢına tedavi edilen gruplarla karĢılaĢtırıldığında TUNEL pozitifliği istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0,05) bir Ģekilde artmıĢtır (ġekil 15). Tüm gruplara ait apoptotik 

indeks (%) değerleri Tablo 13'de özetlenmiĢtir. 

 

ġekil 15. DMBA (A), RAL (B), FLX (C) ve RAL + FLX (D) gruplarında TUNEL 

boyama ile apoptotik hücrelerin görünüĢü. 

Table 13. Apoptotik Ġndeks Değerleri 

Gruplar Apoptotik  Ġndeks (%) 

DMBA 1,57±0,78 

DMBA+RAL 5,14±2,26
a
 

DMBA+FLX 6,16±1,60
a 

DMBA+RAL+FLX 15,85±1,67
a 

      a
DMBA grubuyla kıyaslandığında (p<0,05). 



 

6. TARTIġMA 

Meme kanseri kadınlarda en sık rastlanan malignitelerden biri olup, 

dünyada en fazla görülen ikinci kanser türüdür (120). Sitokimyasal karsinojen 

olan DMBA, deneysel sıçanlarda meme karsinomunu indüklemek için yaygın 

olarak kullanılan bir maddedir. DMBA, karsinogenezden sorumlu genlerdeki 

mutasyonları baĢlatarak veya teĢvik ederek etkisini gösterir (121). ÇalıĢmamızda, 

meme kanserini indüklemek için kimyasal bir ajan olarak DMBA kullanılmıĢtır. 

DMBA etkisi ile oluĢturulan deneysel meme kanser modelinde tedavi edici ajanlar 

olarak Raloksifen ve Fluoksetinin tek baĢına veya kombine kullanılması ile meme 

kanseri üzerindeki koruyucu ve tedavi edici etkileri araĢtırılmıĢtır.  

ÇalıĢmamızda meme dokusu CA 15-3 düzeyleri DMBA grubu ile her iki 

tedavi ajanının ayrı ayrı ve beraber olarak uygulandığı gruplar arasında 

karĢılaĢtırıldığında uygulanan ajanların varlığında düzeyinin azaldığı ve bu 

azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca bu bulguların 

plazma CA 15-3 düzeyleri ile anlamlı bir iliĢki gösterdiği bulunmuĢtur. Bu durum 

Fluoksetin ve Raloksifen‟in kanserli meme dokusunun büyümesini engellediğini 

göstermektedir. Literatürde bu tedavi ajanları ile ilgili CA 15-3 düzeylerini 

araĢtıran çalıĢmaların sınırlı olduğu görülmüĢ olup kanser hücrelerindeki yüksek 

CA 15-3 düzeyleri ile meme dokusu arasında bir iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. 

Nitekim Liu ve ark. (122)  ile Aksu ve ark.‟nın (123) yaptıkları çalıĢmalarda erken 

evre meme kanseri hastalarında plazma ve serum CA 15-3 düzeylerinin arttığı 

gösterilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızın sonuçları da  yukarıda belirtilen çalıĢmaların 

bulguları ile paralellik göstermiĢtir. Ancak, Agrawal ve ark.‟nın (124) yapmıĢ 

oldukları çalıĢmada CA 15-3 düzeylerindeki artıĢın invaziv duktal karsinomlu 
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hastalarda anlamlı bir korrelasyon göstermediği belirtilmiĢ olsada, yapılan 

çalıĢmaların büyük çoğunluğunda CA 15-3‟ün kanserli hücrelerin metastazında 

rol oynadığı gösterilmiĢtir. Böylece kullandığımız tedavi ajanları ile CA 15-3‟ü 

azalttığımız taktirde kanserli hücrenin geliĢimini önleyebileceğimizi 

söyleyebiliriz. 

VEGF, trombosit türevli büyüme faktörü gen ailesinin bir üyesidir, fizyolojik 

ve patolojik anjiogenez, lenfanjiogenez ve vaskülogenezde farklı etkileri olan 3 

tirozin kinaz reseptörü ve 5 büyüme faktörü içerir (125). ÇalıĢmamızda DMBA ile 

meme kanseri oluĢturulan sıçanlarda RAL ve FLX tedavisi, bu parametrenin doku 

düzeylerini önemli ölçüde azaltmıĢtır ancak bu azalıĢ istatistiksel olarak anlamlı 

değildir. Bununla birlikte,  RAL+FLX kombine tedavisinin DMBA ile indüklenen 

sıçanlara uygulanması ile VEGF doku düzeyleri istatiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde azalmıĢtır (p<0,05). Plazma VEGF düzeyleri incelendiğinde ise tedavi 

ajanlarının ayrı ayrı ve birlikte kullanıldıkları tüm tedavi gruplarında istatiksel 

olarak anlamlı bir azalıĢ gözlenmiĢtir. ġimdiye kadar yapılan in vitro ve in vivo 

çalıĢmalar, bu sitokinin aĢırı ekspresyonunun kanser büyümesine ve metastaza yol 

açtığını, VEGF'in inhibe edilmesinin ise tümör geliĢiminin baskılanmasıyla 

sonuçlandığını ortaya koymuĢtur (126,127).  Shivakumar ve ark.‟nın yaptığı 

çalıĢmada meme kanserli hastalarda serum VEGF düzeylerinin arttığı ve 

malignite arttıkça VEGF düzeylerinin daha da yükseldiği gösterilmiĢtir. (128). 

Yine meme ve jinekolojik neoplazilere sahip hastaların plazmalarında önemli 

ölçüde artmıĢ VEGF düzeyleri bulunmuĢtur (126).  ArtmıĢ VEGF düzeyi, VEGF 

‟in yeni kan damarı üretimine ve tümör geliĢimine neden olduğu savını destekler 

niteliktedir. Bizim çalıĢmamızda DMBA ile uyarılmıĢ sıçanlara terapötik ajanların 
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verilmesinden sonra VEGF düzeylerinde görülen azalmalar, TUNEL bulguları ile 

uyum içerisinde olup özellikle RAL ve FLX„in  kombine kullanılması kanserli 

hücrelerdeki artmıĢ anjiogenezi inhibe ederek bu hücrelerin besin alınımını etkin 

bir Ģekilde engellediğini ve böylece apoptozu uyararak tümör hücrelerinin 

büyümesini yavaĢlattığını düĢündürmektedir. Bu nedenle VEGF inhibisyonu, 

meme kanserine karĢı bir tedavi hedefi olarak görülebilir.  

Makrofaj Koloni Uyarıcı Faktör (M-CSF), hematopoetik hücrelerin 

büyümesini, çoğalmasını ve farklılaĢmasını düzenleyen ana büyüme faktörüdür 

(129). Monositlerin ve makrofajların tümöre ciddi Ģekilde infiltrasyonu, tümör 

büyümesi ve ilerlemesi için gerekli olan besinleri kalıcı olarak sağlayan 

anjiyogenezi kolaylaĢtırdığı bilinmektedir (130). M-CSF'nin dolaĢım düzeyi, 

hastaların prognozunu tahmin etmek için sıklıkla kullanılır (131). Over kanserli 

hastaların assitlerinde ve serumlarında artmıĢ M-CSF ve M-CSF reseptörü 

düzeyleri  kötü prognozla iliĢkilendirilmiĢtir (131). Kaciński ve ark.‟nın yaptığı 

bir çalıĢmada ise, meme kanserli hastalarda M-CSF düzeylerinin arttığı, en yüksek 

M-CSF konsantrasyonlarının ileri evre meme kanseri türlerinde olduğu 

gösterilmiĢtir (132). ÇalıĢmamızda; doku M-CSF düzeylerinin DMBA 

uygulaması ile anlamlı olarak arttığı, tedavi gruplarının tümünde DMBA grubuna 

göre doku M-CSF düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı azalmaların olduğu 

tespit edilmiĢtir. En önemli azalmaların iki tedavi ajanının birlikte uygulandığı 

grupta olduğu gözlenmiĢtir. Yine DMBA grubuna oranla tüm tedavi gruplarındaki 

plazma M-CSF düzeylerindeki azalmalar ise istatistiksel olarak anlamsız iken, bu 

düĢüĢlerin dokudaki bulgularla paralel olması tedavi ajanlarının doku düzeyindeki 

sitokinleri daha etkin bir Ģekilde bastırdığını ve plazmaya bu durumun yansıması 
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için belirli bir sürecin geçmesi gerektiğini düĢündürmektedir. DMBA ile artmıĢ 

M-CSF düzeyleri meme kanserli hücre oluĢumlarını tetiklerken, tedavi ajanlarının 

kombine uygulanmaları anjiogenezi artırıcı özellikli M-CSF‟nin etkisini bastırmıĢ 

gibi yorumlanabilir. ÇalıĢmamızın TUNEL bulguları ile doku/plazma M-CSF 

düzeylerinin uyumlu olduğu, kombine tedavi ajanlarının kullanımı ile   M-

CSF‟nin inhibe edilmesinin kanserli hücreleri apoptoza götürdükleri Ģeklinde de 

yorumlanabilir. Ancak, bu düĢüncelerin daha somut bulgulara dönüĢebilmesi için 

daha ileri yolak çalıĢmaları ile desteklenmesi gerektiğini düĢünmekteyiz.  

MMP'nin bazı üyeleri meme kanseri olan hastalarda tanı, prognoz, 

kanserin erken saptanması, risk değerlendirmesi, tümör nüksü, metastatik yayılım 

ve tedaviye yanıt için kullanılmaktadır (133). Meme kanseri, epitel kaynaklı, 

güçlü invazyon ve metastaz yeteneği olan bir malign tümördür. Bazal 

membrandaki matriks degradasyonu, çeĢitli alt tiplerde MMP aktivitesi ve TIMP 

düzeyleri ile yakından iliĢkilidir (134). MMP-9, tip IV kollajen, fibronektini 

degrade etmek ve hücre adezyon gücünü etkilemek için enzimojen formda 

hücrelerden salgılanır, böylece tümör hücre büyümesi, infiltrasyon ve metastaza 

neden olur (135) MMP'lerin doku inhibitörü olarak görev yapan TIMP'lar, MMP-

9 aktivitesi üzerine spesifik inhibe edici fonksiyonlar gösterebilmesi için doku 

kompleksi oluĢturmak üzere MMP-9 enzimogen formunun katalitik alt birimine 

veya doku kompleksini oluĢturmak için aktive edilmiĢ enzimlere spesifik olarak 

bağlanırlar (136,137). TIMP-1'in meme kanseri de dahil olmak üzere birçok insan 

kanserinde sıklıkla aĢırı eksprese edildiği ortaya koyulmuĢtur (138). BaĢka bir 

çalıĢmada da TIMP-1'in siklik D1 düzeylerini azaltarak MCF-10A normal meme 

epitel hücrelerinde hücre büyümesini inhibe ettiği bildirilmiĢtir. TIMP-1‟in 
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antiproliferatif etkinliğinde birçok farklı sinyal yolağının ve reseptörün görev 

aldığı bilinse de (139), meme kanseri alt tiplerinde TIMP-1'in bu rolünün altında 

yatan mekanizmalar belirsizliğini korumaktadır.  

ÇalıĢmamızda, DMBA ile indüklenmiĢ meme kanserli sıçanlarda artan 

doku MMP-9 düzeylerinin RAL ve kombine tedavi ajanlarının uygulanması ile 

istatiksel olarak azaldığı gözlemlenmiĢtir. Plazma MMP-9 düzeyleri ise sadece 

kombine tedavi ajanı kullanılan grupta istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde 

azalmıĢtır. ÇalıĢmamızda DMBA grubuna göre tüm tedavi gruplarında doku 

TIMP-1 düzeyleri artmıĢ, TIMP-1 plazma düzeyleri ise azalmıĢ olarak tespit 

edilmiĢtir.  Bu durum; 

1-TIMP-1‟in lokalizasyonundan kaynaklanmıĢ olabilir. Çünkü, TIMP-1‟in 

plazmaya geçebilmesi için belirli bir süreç gerekmektedir. Bu yüzden doku 

kaynaklı artmıĢ TIMP-1 düzeylerinin plazma değerlerine yansımadığını 

düĢünmekteyiz.  

2- ÇalıĢmamızda artmıĢ doku TIMP-1 düzeylerinin MMP-9 düzeylerini 

azaltmak için artmıĢ olabileceğini düĢünüyoruz ki bu da onarım sürecinin 

homeostazisinin bir göstergesi olabilir. 

Rashad ve ark.nın (140) çalıĢmasında, sadece meme kanseri olan 

hastalarda plazma MMP-9 düzeyleri sağlıklı kontrol grubuna göre daha yüksek 

bulunmuĢtur. Yuan J. ve ark.‟nın yaptığı çalıĢmada meme kanserli hastalarda 

kemoterapi sonrası tüm hastaların serum MMP-9  düzeylerinde düĢüĢ gözlenirken, 

TIMP-1 seviyelerinde artıĢ tespit edilmiĢtir (135). Elde edilen bu sonuçlar 

çalıĢmamızla paralellik göstermektedir. Özellikle tedavi ajanlarını kombine olarak 

kullandığımız grupta azalan doku/plazma MMP-9 ve artan doku TIMP-1 
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düzeylerinin kimyasal karsinojen olan DMBA'nın tümörogenez etkisini inhibe 

ettiği ve meme kanseri hücrelerinin hücre dıĢı göç ve invazyonunu önlediği 

Ģeklinde yorumlanabilir.  

MDA, lipid peroksidasyonunun ikincil bir ürünü olarak bilinir ve birçok 

zincir reaksiyonundan kaynaklanan doku hasarının bir belirteci olarak kullanılır 

(141). Böbrek ve diğer dokularda artmıĢ MDA düzeylerinin fonksiyonel 

bozulmaya neden olduğu uzun süredir bilinmektedir; Bu nedenle, 

komplikasyonlara yol açan hayati dokunun bozulması, dolaylı olarak artan 

oksidatif strese bağlı olabilir (142). Doku MDA düzeylerinin değerlendirildiği 

çalıĢmamızda, tedavi gruplarımızın tümünde DMBA grubuna göre doku MDA 

düzeylerinin düĢtüğü tespit edilmiĢtir. Ancak en anlamlı düĢüĢler DMBA+RAL ve 

DMBA+RAL+FLX gruplarında gözlenmiĢtir. Literatür ile bu çalıĢmadan elde 

edilen bulgular kıyaslandığında Özden ve ark. (143) tarafından yapılan çalıĢma 

bulguları ile zıt yönlü olduğu ancak bazı çalıĢmaların (144,145) bulguları ile 

paralellik gösterdiği görülmektedir. ÇalıĢmamızda, DMBA+RAL ve 

DMBA+RAL+FLX gruplarında anlamlı azalan MDA düzeylerinin DMBA ile 

indüklenmiĢ meme karsinogenez sürecinde meydana gelen oksidatif stres sonucu 

artan lipid peroksidasyonunun Raloksifen tarafından baskılandığını 

düĢündürmektedir. Tek baĢına tedavi ajanı olarak Raloksifen uygulanan gruba 

göre, Raloksifen ve Fluoksetinin beraber kullanıldığı grupta MDA değerlerinin 

daha fazla düĢmesi, bu iki ajanın meme kanserli sıçanlar üzerinde kombine 

kullanılması ile lipid peroksidasyonunu baskılamada sinerjistik etki gösterdikleri 

söylenebilir (Tablo 12). 

Yaptığımız çalıĢmada, DMBA grubu ile karĢılaĢtırıldığında tüm tedavi 
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gruplarının meme dokusu SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde artıĢlar 

izlenmiĢtir. GSH-Px ve CAT aktivitelerindeki istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar 

sadece DMBA+RAL+FLX tedavi grubunda saptanmıĢken, doku SOD 

aktivitelerindeki artıĢların tüm tedavi gruplarında istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı görülmüĢtür (Tablo 12). AĢırı büyüyen ve çoğalan kanser hücrelerindeki 

yetersiz oksijenasyondan dolayı SOD enzim aktivitesinin azaldığını 

düĢünmekteyiz. Çünkü tüm tedavi gruplarındaki SOD aktivitelerindeki artıĢların  

anlamlı olmadığı görülmüĢtür. Bu da SOD aktivitesinin süperoksit anyonlarının 

detoksifiye etme mekanizmasında ortamdaki oksijen miktarındaki düĢüĢle paralel 

olarak yetersiz kalabileceğini düĢündürmektedir. Ayrıca iki ajanın kombine 

kullanıldığı tedavi grubunda CAT ve GSH-Px‟in oksijen yetersizliğine ve lipid 

peroksidasyonuna bağlı olarak meydana gelen hidroksil radikalleri ve 

hidroperoksitleri detoksifiye ederek antioksidan özelliklerini gerçekleĢtirdiklerini 

düĢünmekteyiz. Ayrıca çalıĢmamızda DMBA gruplarına göre doku GSH 

düzeyleri tüm tedavi gruplarında artmıĢ olup istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar 

DMBA+RAL (p=0,026) ve DMBA+RAL+FLX (p=0,009) gruplarında 

izlenmiĢtir. Bu tedavi ajanlarının kombine olarak kullanılan grup ile tek baĢına 

Raloksifen kullanılan gruba kıyasla daha anlamlı bir Ģekilde artması, bu iki ajanın 

beraber kullanımı ile nonenzimatik antioksidan yolak üzerine sinerjistik etki 

göstererek enzimatik antioksidan sistemle birlikte antikanserojenik etki 

gösterdiğini söyleyebiliriz. Literatürde kanser üzerine Fluoksetin‟in ve 

Raloksifen‟in ayrı ayrı ve kombine Ģeklinde kullanılmalarının antioksidan 

etkilerini araĢtıran çalıĢmalar kısıtlı olup Kabel ve ark. (146) tarafından yapılan 

meme kanseri çalıĢmasının bulguları ile bizim çalıĢmamızın bulguları birlikte 
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değerlendirildiğinde; araĢtırıcılar bu iki teröpatik ajanın uygulanması ile DMBA 

grubuna oranla doku CAT ve GSH-Px aktivitelerinin sonuçları bizim 

çalıĢmamızla örtüĢmekte iken SOD aktivitesinde iki çalıĢmada da artmıĢ olmasına 

rağmen bizim çalıĢmamızda istatistiksel olarak anlamlılık göstermemiĢtir. 

ÇalıĢmamızın sonuçlarına göre tedavi ajanı olarak uygulanan Fluoksetin ve 

Raloksifen‟in kombine kullanımlarının DMBA ile oluĢturulmuĢ meme kanseri 

üzerindeki terapötik etkilerini; enzimatik/nonenzimatik antioksidan sistemi 

kullanarak ortaya çıkardığı Ģeklinde düĢünülebilir. 
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