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1. OZET

Diinya genelinde meme kanseri orani siirekli artmaktadir, bu nedenle
meme kanserinin tedavisinde kullanilabilecek terapétik ilaglarin gelistirilmesi
onemlidir. Calismamizda, Raloksifen ve Fluoksetinin, tek baslarina veya
beraber kullanilarak DMBA ile olusturulmus meme kanseri {izerindeki

potansiyel terapotik etkileri aragtirilmastir.

Wistar Albino tiirii 32 adet disi sizan DMBA (Grup 1), DMBA+RAL
(Grup 1), DMBA+FLX (Grup I1I), DMBA+RAL+FLX (Grup 1V) olmak
tizere dort gruba ayrildi. Meme dokusunda ve plazmada VEGF, M-CSF,
MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri ELISA yontemiyle olgiildii. Kanserli meme
dokularindaki MDA ve GSH diizeyleri ile SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri

spektrofotometrik yontemlerle tayin edildi.

Tedavi gruplarinin  plazma CA15-3 diizeyleri DMBA grubu ile
karsilagtirildiginda tiim tedavi gruplarinda anlamli bir sekilde azaldig
goriilmistir. Plazma VEGF ve TIMP-1 diizeyleri DMBA grubu ile
kiyaslandiginda, tiim tedavi gruplarinda anlamli olarak azalmigken, bu
gruplardaki plazma M-CSF diizeylerindeki azalmalar anlamli bulunmamuistir.
Plazma MMP-9 diizeyindeki anlamli azalma sadece RAL+FLX grubunda

gozlendi.

Tedavi ajanlari uygulanan sigcanlarin doku CA 15-3, VEGF, M-CSF ve
MMP-9 diizeylerinde DMBA grubuna oranla bir azalma gozlenmistir. Tim

tedavi gruplarinda CA 15-3 ve M-CSF diizeylerindeki azalma istatistiksel



olarak anlamli iken, VEGF diizeylerinde sadece RAL+FLX grubunda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gériilmiistiir. Ayrica, MMP-9 diizeylerindeki
en anlaml diisiis RAL ile tedavi edilen grupta gozlenirken, TIMP-1

diizeylerindeki anlamli artis sadece RAL+FLX grubunda goriildii.

DMBA grubu ile karsilagtirildiginda; doku MDA diizeyleri, FLX grubu
disindaki biitiin tedavi gruplarinda anlamli olarak azalirken, doku SOD, GSH-
Px ve CAT aktiviteleri biitiin tedavi gruplarinda arttmistir. Sadece RAL+FLX
grubunda GSH-Px ve CAT aktivitelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Doku GSH diizeyi RAL ve RAL+FLX gruplarinda anlamhi

olarak artmustir.

Sonug olarak, DMBA ile olusturulmus meme kanseri dokularinda RAL ve
FLX’in beraber kullanimimin, timdrlerde aktive edilmis makrofajlarin
varligin1 daha etkin bir sekilde azaltabilecegini, anjiogenezi ve oksidatif stresi
bastirabilecegini bdylece meme kanserinin ilerlemesini modiile edebilecegi

distiniilmektedir.

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 ),
DMBA+RAL (Group II), DMBA+FLX (Group 1), 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



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. GIRIS

3.1.Kanser Tanimi

Kanser, hiicre DNA’sinin hasar gormesi sonucunda bu hiicrelerin
kontrolsiiz ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi ile biiyliyiip, immiin sistemden
kagarak komsu dokulara ve devaminda uzak doku ve organlara invazyon ve
metastaz yapmasi ile olusan bir hastaliktir. Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimi
arasindaki dengenin bozulmasinin nedeni gen ekspresyonunda ve molekiiler bazda
coklu degisikliklerin goriilmesi olarak bilinmektedir. Bu dengenin bozulmasi

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

3.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de Kanser Epidemiyolojisi

Diinya genelinde goriilen hastaliklar g6z Oniine alindiginda kanser en
onemli hastaliklar icerisinde yerini almistir. Mevcut veriler degerlendirildiginde
her yil diinya genelinde 14 milyon, Tirkiye’de ise 160 bin kisi kanser teshisiyle
kayit altina alinmaktadir. Ayn1 zamanda kansere bagl olarak yilda, diinyada bir
milyon, Tiirkiye de ise 77 bin hasta yasamini yitirmektedir. Kansere yakalanma
hizinin aynmi sekilde siirecegi degerlendirildiginde 2030 yilinda kanser tanisiyla
yilda 22 milyon yeni vaka ile kars1 karsiya kalinacagi diisiiniilmektedir. Diinya
genelinde yapilan istatistiklere bakildiginda hastaliklara gore oliim nedenleri
arasinda kanser birinci sirada yerini alirken Tirkiye’de kardiyovaskiiler
rahatsizliklardan sonra ikinci sirada oldugu goriilmektedir. 2014 yilinda yapilan
calismaya gore Turkiye’de yasa 6zel 6liim hiz1 erkeklerde yiliz binde 246,8 iken
kadinlarda bu say1 yiiz binde 173,6 olarak hesaplanmistir. Toplamda goriilen

kanser siklig1 ise yiiz binde 210,2 olmustur (3,4). Kanser tipine gore goriilme



siklig1 siralanacak olursa eger Tirkiye’de erkeklerde akciger kanseri, prostat
kanseri, mesane kanseri, kolorektal kanseri ve mide kanseri olarak siniflandirilir.
Kadinlarda ise bu siniflandirma meme, tiroid, kolorektal, mide ve rahim kanseri
seklinde olmaktadir. Kanserin sebep oldugu oliimler goz oOniine alindiginda en
fazla goriilen kanser tipi erkeklerde akciger kanseri iken kadinlarda meme

kanseri’dir (4).

3.3. Kanser Etyolojisi

Kanser, tek bir sebebe bagli olmayan birden ¢ok etkenin yol acabilecegi
bir hastaliktir. Bu etkenler igerisinde ¢evresel kosullar1 barindirirken aym
zamanda viicuttaki genlerin biiyiik rol oynadigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
Sahip oldugumuz genler tiplerine gore kanserin olusmasina neden olabilir. Bu
genler igerisinde onkogenler, hiicrenin boliinmesini uyaran genler oldugu i¢in
kanser hastaligi boyunca oldukca aktif genlerdir. Fakat hiicrenin boliinmesini
baskilayip farklilagsmasin1 uyaran tiimor baskilayici genler ise bu siirecte inaktif
duruma gecerler. Ayni zamanda DNA’nin yapisindaki bozukluklari onarmak icin
bulunan genlerde goriilen sorunlarin DNA’da olan hasarin giderilmemesine yol
actig1 icin gerek onkogenleri gerekse tiimor baskilayict genleri mutasyona
ugratacagindan dolayr kansere sebep olabilmektedir. Bu goriilen genetik
degisiklik hiicrenin dengesini olumsuz etkileyerek hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis
arasindaki dengeyi bozar bu sekilde malign hiicrenin olusumuna yol agar. Bu
karsinogenez olay1 birden ¢ok genin etkiledigi birden fazla basamagin goriildigi

bir stiregtir (5).



3.4. Meme Kanseri

3.4.1. Meme Kanserinin Tanimi

Viicutta, degisen ve kontrolslizce ¢ogalan hiicrelerin olusumu seklinde
tanimlanan kanser, genelde bulundugu lokasyona gore adlandirilirlar. Cogu kanser
tiirli yumru veya kitle seklinde tiimor adi verilen yapilari olusturur. Meme kanseri,
ya lobiil olarak adlandirilan ve siit liretimini gerceklestiren bezleri barindiran
keselerde ya da bu keseleri birbirine baglayip iiretilen siitii meme basina kadar
tasiyan duktal olarak bilinen kanallardan koken alir. Gogiisiin geri kalan kisimlar

ise yag, bag ve lenf dokularindan olugsmaktadir (6).

3.4.2. Diinya’da ve Tiirkiye’ de Meme Kanser Epidemiyolojisi

Diinya genelinde kadinlar arasinda kanser c¢esitleri géz oniine alindiginda
meme kanseri yaklasik olarak % 30 bir siklik gostermektedir. Ulusal Kanser
Enstitiisi’nlin verilerine gore 2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde
kadinlarda tahmini yeni 232670 meme kanseri vakasi goriilmiis olup bu oran
biitiin kanser ¢esitlerinin % 14 {inii olusturmaktadir (7).

Meme kanseri, Tirkiye Saglik Bakanligi’nin verileri incelenecek olursa
kadinlar arasinda en fazla rastlanan kanser cesidi olup, diger kanser tiirleriyle
kiyaslandiginda toplamda % 25 ini olusturmaktadir (8). 2014 yilinda meme
kanseri taramasi i¢in hedeflenen toplam 5.600.000 kadin igerisinden sadece %
33,5 i i¢in bu tarama gergeklestirilmis olup bu oran 2013 yil1 baz alindiginda 2014
yilinda % 40 oraninda artmistir. Ayrica birinci basamak tarama hizmetleri ile 231
kadinda biiyiik bir kismi erken evrede olmak tiizere meme Kanseri tanisi

konulmustur (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

3.4.3. Meme Kanserinin Etyolojisi

Meme kanserine sebep olan etkenler tam olarak bilinemedigi halde

kromozomal mutasyona yol agabilecek birgok maddenin veya etkenin meme

kanseri olusumunda etkin rol aldig1 diistiniilmektedir (9,10). Baz1 risk faktorlerinin

bu hastaliga yakalanma olasiligmi artirdigi gibi hastaligin ilerlemesinde de

hizlandirict bir etkisi oldugu bilinmektedir (11). Bu risk faktorleriyle iligkili

olarak meme kanseri vakalar1 goriilme sikligi arasinda anlamli bir bag oldugu

goriilmiustiir (12).

1)

2)

3)

3.4.3.1. Meme Kanserinde Major Risk Faktorleri

Cinsiyet: Ostrojen ve progesteron hormonlarinin meme hiicrelerindeki
etkisi ve kadinlarda meme dokusunun daha fazla bulunmasindan dolay1
kadinlarin meme kanseri olma olasiligini arttirmaktadir (6). Bu baglamda
cinsiyete gore meme kanserinin goriilme siklig1 100 kadina karsilik sadece
bir erkektir (13).

Yas: Meme kanserine yakalanma riski yasla birlikte dogru orantili olarak
artmaktadir. Bu hastalik genellikle 50 yasindan sonra goriilmesine ragmen
ailesinde meme kanseri Oykiisii olan kisilerde daha geng¢ yaslarda
goriilebilmektedir (6). Bu hastaliga ergenlikten once yakalanmis vaka
olmamasi ile birlikte yirmi yasindan once goriilme sikligi azdir. Fakat
yapilan caligmalarda 45 ile 55 yas arasinda meme kanseri ile karsilasma
orani fazla iken bu siklik 55 yasindan sonra oldukga yiiksek olur (13).

Aile Oykiisii: Kadinlarda aile de var olan meme kanseri dykiisii meme

kanseri olma olasiligini arttirirken bu durum birinci derece yakin akrabalar



4)

5)

6)

7)

tizerinde meme kanserine yakalanma olasiligimi iki katina g¢ikarir (14).
Ayrica meme kanserine yol agabilecek gen mutasyonunun anneden ¢ocuga
aktarilmasi ile hasarli geni tasiyan kiside hayati boyunca bu hastaliga
yakalanma olasiligint % 87 oraninda arttirdigi goriilmiistiir (16).

Daha Once Maling veya Bening Meme Kanseri OyKkiisiiniin Olmasi:
Meme kanseri riskini atipik hiperplazi 4-5 kez arttirirken bir memede var
olan kanser diger memede de goriilme olasiligini 2-6 kez arttirir (6).
Hormonlar: Hormonlarin meme kanseri ile iliskilerini ortaya koymak igin
yapilan ¢alismalarda ¢ogu hormonun meme kanseri olusumunda etkileri
oldugu bilinirken en 6nemli hormonun &strojen oldugu goriilmiistiir. Bu
hormunun direkt kansere sebep olmamasina karsin mevcut meme kanseri
olgularinda meme kanser hiicresinin Ostrojen varliginda daha hizli bir
sekilde ¢cogaldig1 goriilmiistiir (13).

Menapoz Sonrast Hormon Replasman Tedavisi (HRT) Kullanim: Tek
basina Ostrojen kullaniminin meme kanseri riskini arttirmamasina ragmen
progesteron ile beraber kombine kullaniminin bu hastaliga yakalanma
riskini arttirdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Fakat 10 yil ve iizeri
uzun stireli strojen kullaniminn meme kanseri olma olasiligini arttirdig:
aciklanmustir (14).

Oral Kontraseptif Kullanma: Oral kontraseptif kullaniminin meme
kanseri riskini arttirdif1 bilinmektedir. Ilag kullanimi birakildiktan sonra
zaman icerisinde bu risk azalirken 10 yildan sonra ila¢ kullanimina bagh

olarak hastaliga yakalanma riskinin ortadan kalktigi goriilmistiir (6).



8) Dogum: Yapilan bazi1 ¢alismalarda meme kanseri goriilme sikliginin; 18
yasindan Once dogum yapmis ve emzirmis kadinlarda genele gore
kiyaslandiginda %70 oraninda azaldig1 gosterilmistir (13).

9) Alkol: Meme kanseri riskininin alkol kullanimi ile artmasi, giinde bir
kadeh icki i¢en kadinlarda ¢ok kiiciik bir risk olustururken bu risk, giinde
2-5 kadeh arasina ¢iktiginda alkol kullanmayan kadinlarla kiyaslandiginda

1,5 katina ¢iktig1 goriilmiistiir (6).

3.4.4. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanseri, gogiiste genellikle siit kanallarinin veya keselerinin i¢
kisminda baglayan ve buradan yayilan bir kanser tiiriidiir. Bu hastaligin tanim
kolayca yapilabilmesine ragmen smiflandirilmasi biraz karmasiktir. Meme
kanserleri bir¢ok farkli agidan siniflandirilabilir ve yapilan bu smiflandirmalarin
her biri hastaligin prognozunda ayni zamanda tedavisinde onemli bir rol
almaktadir. Kapsamli bir smiflandirma histopatolojik tip, kanser hiicresinin
boyutu, metastaz olup olmamasi ve lokasyonu, reseptoriin durumu, genetik test
sonucunda belirlenen kanser hastaligina neden olabilecek genlerin varli§i veya

yoklugu baz alinarak yapilmaktadir.

3.4.4.1 Histopatalojik A¢idan Meme Kanserinin Simiflandirilmasi

Mevcut kanser hiicresi invazyon ile bazal membrani gegtigi anda invazif
karsinom olarak isimlendirilir. Bu invazif karsinomlar eger siit bezlerinden
yayilmaya baglamis ise invazif lobiiler karsinom, ilk olusumu siit kanallarindan
baslayip yayilmissa da invazif duktal karsinom olarak adlandirilir. invazif kanser

hiicreleri lenf ve kan dolasimi yolu ile diger organlara metastaz yapabilme egilimi
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gostermektedir. Oysa bazal membran1 gegmeden belli bir bolgede kalan meme
kanser hiicreleri In-situ karsinom olarak isimlendirilir ve bulundugu yere gore
In-situ lobiiler karsinom veya in-situ duktal karsinom diye cesitlendirilir. Bu tip

kanser hiicreleri bagka bolgelere yayilma egilimi gostermezler (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) tarafindan olusturulan
Tiimor-Nod-Metastaz (TNM) sistemi ile siniflandirilmigtir (Tablo 1) (17). Kanser
hiicresini morfolojik o6zellikleri agisindan siniflandirarak malign tiimorleri
tanimlama i¢in 6nemli bir yol olan bu sitem 1942 yilinda Pierre Denoix tarafindan

ortaya konulmustur (17).
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Primer timor degerlendirilemiyor

Primer tiimér yok

In situ karsinom

En biiytik boyutu <2 cm olan tiimér

En biiyiik boyutu >2 cm ve <5 cm olan timér
En biiytik boyutu >5 c¢m olan timér

Gogus duvan veya deriye dogrudan uzantist olan herhangi bir boyutta
timar

Bolgesel lenf nodlart degerlendirilemiyor (6regin, daha énce
alinmis)

Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok

Hareketli ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz

Sabitlenmis ya da kalic1 ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz
Ipsilateral infraklavikuler lenf nodunda metastaz

Uzak metastaz degerlendirilemiyor
Metastaz yok
Uzak metastaz
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Kanseri evrelemek i¢in kullanilan biitiin sistemlerde kanserin olusumunun en
erken safhasimi gosteren evre 0 ve 1 evresidir. Bu evrelerde kanser hiicreleri
oldukea kiiciik bir alanda lokalize olmustur. Evre 2 de ise meme kanser hiicreleri
kiigiik bir alanda olmalarma karsin ¢ogalmaya veya yayilmaya baslamistir.
Genellikle bu evre de tedaviyle olumlu sonu¢ alma yiizdesi oldukga fazladir. Evre
3’e gelindiginde kanser hiicreleri meme dokularina yakin olan diger cevre
dokulara dogru ¢ogalma egilimli olduklar1 goriiliir. Son evre olan Evre 4 de ise

arttk meme kanser hiicreleri viicudun bagka taraflarina yayilmistir (Tablo.2) (17).

Tablo 2. Total TNM Evrelemesi (17).

TotalEvre  Tkategorisi  Nkategorisi  Mkategorisi
‘Evre0  Tis NO MO
‘Ewel T NO MO
T0 N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
- T3 NO MO
T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
EvrellB T4 Herhangi N MO
'Evrellic | HerhangiT N3 MO
_ Herhangi T Herhangi N M1
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3.4.4.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiirleri

Perou ve Sorlie’nin yaptig1 gen ekspresyon farkliliklarini ortaya koyan

calisma ile molekiiler siniflandirma sistemi olusturulmaya baslamistir (18).

Bu sistem de kanserin molekiiler alt tipleme yontemleri farkli olup

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

farkli prognostik alt gruplari olusturdugundan dolay1
sekilde kullanilmaktadir.

giivenirliligini

kanitlamak

Tanisal

icin farkli hasta

gruplari

ve cesitli

Klinik olarak yaygin bir

acidan yaygin kullanilmasi ve sistemin

dizileme

platformlarinda yapilan ¢alismalarda elde edilen verilerin iyi bir sekilde ortlistiigii

kanitlanmastir (19, 20).

Gen
ekspresyon
pakerni

Klinik ve
bivalajik
dzellikler

Histolojik
korelasyon

Tedavive
Cevap ve seyir

Tablo 3. Meme Kanseri Tiplerinin Major Molekiiler Alt Tiirleri (21).

Liiminal A

Laminal (disik molekiler
adirlikl) sitokeratinlerin
ekspresyonu ve hormon
reseptorleri ve iligkili
genlerin yitksek ekspresyonu
Invaziv meme kanserlerinin
~2650 si, ER/PR pozitif,
ERZ/neu negatif

Tibiiler karsinom
Kribriform karsinom
Diisik dereceli invaziv
ductal karsinom, NOS
Klasik lobiler karsinom®

Endokrin tedaviye cevap

Kemoterapiye degigken
cevap daha ivi)

Ivi prognoz

PARP poli (adenozin difosFakriboz) polimeraz.

* Bazal benzer timérlerin grubunda bazal tip (yiksek molekiiler agurlikl) sitokeratin eksprese eden ve triple negative fenotip gdsteren, Fakat digik proliferasyonlu
low-grade bir grup (adenoid kistik karsinom gibi) bulunmaktadir.

b Klasik lobiiler karsinom genellikle liiminal & zellikleri gésterir, pleomorfik lobiler karsinom ise sklikla diger molekiler subtiplerin dzelliklerini gbsterir.

Molekiiler Suptip

Liiminal B

Laminal (disik molekiler
agirbikl) sitokeratinlerin
ekspresyonu ve hormon
reseptorleri ve iligkili genlerin
orta-disik ekspresyonu

invaziv meme kanserlerinin
~%620 si, ER/PR pozitif, HERZ/
neu ekspresyonu dedisken
(+va da-) Liminal &'dan daha
yiiksek proliferasyon, Liminal
&'dan daha yiiksek histolojilk
dereceli

invaziv ductal karsinom,
MNOS Mikropapiller karsinom

Endokrin tedaviye cevap
({tamoksifen ve aromataz
inhibitorleri) Lininal & kadar
ivi olmayabilir
Kemoterapiye cevap
dedigken (Liminal A'dan

Prognog, liminal &
kadar iyi degil
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HER2/neu

HERZ/neu yiiksek
ekspresyonu, ER ve
iliskili genlerin
disik ekspresyonu

Invaziv meme kanserlerinin
~%15'i, ER/PR negatif
HERZ/neu pozibif, Yiiksek
Proliferasyon, Yaygin TP53
mutasyonu, Yiksek histolojik
derece ve nodal pozitiflik oram

Yiksek dereceliinvaziv
ductal karsinom, NO5

Trastuzumaba (Herceptin)
cevap

Antrasiklin grubu
kemokerapive cevap

Genellikle kéti prognoz

Basal benzeri®

Bazal epithelial genlerinve
bazal sitokerakinlerin yiksek
ekspresyonu, ER ve iligkili
genlerin disik ekspresyonu,
HER2/neu disik ekspresyonu

invaziv meme kanserlerinin
~%15'i, codu ER/PR ve HERZ/
neu negative (triple negative)
Y¥iksek proliferasyon,

Yaygin TP53 mutasyonu,
BRCA1 disfoksiyvonu
(germline, sporadic)

Yiksek dereceliinvaziv ductal

karsinom, NOS Metaplastik
karsinom, Meduller karsinom

Endokrin tedaviye va da
trasbuzumaba (Herceptin)
cevap yok

Platinum grubu kemoterapiye
ve PARP inhibitdrlerine duyarl

Tumi degil ama genellikle
kil prognoz



3.4.5. Meme Kanseri Onkogenleri ve Tiimor Baskilayic1 Genler

Kanser nedenleri arasinda sayilan gen mutasyonu onkogenler veya timor
baskilayic1 genlerde olusabilecek degisiklikler sonucu ortaya ¢ikar. Hiicrenin
biiyiimesinde ve ¢ogalmasinda gorev alan bu genler birbirine ters bir sekilde
caligsarak hiicrenin kontrol altinda tutulmasimi saglarlar. Onkogenlerde
olusabilecek degisiklikler tiimor olusumuna neden olurken, timor baskilayict
genler hiicrenin ¢ogalmasinda gorev alan genleri kontrol ettigi i¢in malignite
olusumunu baskilar. Bundan dolay1r bu genlerde var olan bir mutasyon malign
hiicrenin ¢ogalmasini engelleyecek mekanizmay1 ortadan kaldirabilir (22,23). Bu
genlerden bazilar1 sunlardir:

HER-2/neu: Bu proto-onkogen CerbB2 adiyla da bilinen 17.
Kromozomun uzun kolunda bulunan, p185 olarak kodlanan tirozin kinaz aktivitesi
gosteren bir transmembran glikoproteinidir. HER ailesi hiicrenin adezyonunda,
biliylimesinde, motilitesinde ve hatta diferansiasyonunda gorev aldiklari igin
onkojenik mutasyonun varligi hiicre membraninda HER-2 reseptér monomerleri
100 kata kadar varan bir artig gosterir. Fakat bu olay benign meme kanserinde
gorilmemektedir. Bu protein meme kanserlerinde % 30 oraninda fazla salinim
gosterdigi icin lenf nodu metastazinda ve malign agresifliginde artisa sebep
olmaktadir (24).

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

apoptozunu diizenlemede gorev alir (25). Simdiye kadar 20 tiyesi tanimlanan Bcl-
2/Bax gen ailesinin hiicre apoptozisinde mitokondriyal yolagin diizenlenmesinde
rol oynarlar. Bax, Bad, Bid gibi bazi proapoptotik proteinler ile Bcl-2, Bcl-xl,

Mcl-1 gibi baz1 antiapoptotik proteinler burada bulunmaktadir. Bcl-2/Bax gen
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ailesi mitokondri zarindan baska endoplazmik retikulumda da bulunur ve bu Bcl-
2/Bax oranina “oliim anahtar1” da denir. Ciinkii bu proteinlerin sayisal miktari
hiicrenin varliginin devam etmesine veya 6lmesine neden olur. Bcl-2 ‘nin fazlaligi
hiicrenin yagamasini saglarken, Bax oraninin fazla olusu hiicrenin 6liimiine yol
acar (26).

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

kodlayan bu genlerde olabilecek bir mutasyon sonugta genomik instabiliteye
neden olur ve tiimdr silipressor genler gibi ¢alisan bu genler gorevini yapamazlar
(27). Gatekeeper ve caretaker olmak iizere iki gruba ayrilan timor baskilayici
genlerin i¢inde BRCA-1 ve BRCA-2 proteinleri genom tamirinde gorev alan
caretaker grubunda degerlendirilmektedir (28). RNA polimeraz Il ile C-terminal
domain iizerinden baglanan BRCA-1 geninin {riinii ayn1 zamanda histon
deasetilaz kompleksi ile de etkilesir. Bundan dolayi transkripsiyon sirasinda DNA
cift iplik kiriklarinin onariminda ve rekombinasyonunda énemli gorevler iistlenir.
Yapilan ¢aligmalarda yaklasik olarak kalitsal meme kanserlerinin % 40’indan
kalitsal meme ve over kanserlerinin ise % 80 ve daha fazlasindan sorumludur
(28). BRCA-2 geni ise kromozomal hasarin tamirinde ve ayni zamanda hiicre
siklusunun kontroliinde rol oynayan proteinleri sentezlerler (29,30). DNA hasar1
sirasinda BRCA-2 ve RADS1 tamir bolgesinde kompleks olusturararak BRCA-2
proteini RADS1’i tamir olmasi gereken yere baglamaktan sorumludur. Bu
sebepten dolayt BRCA-2 proteininden yoksun hiicreler DNA hasarmi diizeltmek
icin RADS51°1 hasarli bolgeye baglayamazlar ve hasari onaramazlar (31,32).

p53 GENI: Transkripsiyon faktorii olarak calisan bircok genden biri olan

p53 geni, DNA hasar1 veya bazi onkogenlerin uyarilmasi gibi hiicrede
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olusabilecek c¢ogu bozukluklardan sonra devreye girerek bu hasarli hiicrenin
prolifere olup, ¢ogalmasini 6nleyecek olan gen ekspresyonunu baslatir (33). p53
geninin fonksiyonlar1 arasinda; hiicresel strese bagli olarak meydana gelebilecek
farklilagsma, hiicresel dongiiniin diizenlenmesi, apoptozun kontrol edilmesi, hiicre
bliylimesinin durdurulmasi, tiimor anjiogenezinin kontrolii ve DNA hasarlarinin
onarilmasinda gorev alan bir¢ok genin regiilasyonu sayilabilir (34). Biitiin kanser
tirlerinin % 50-55’inde bu genin mutasyonun rol oynadig1 yapilan galismalar ile

gosterilmistir (35).

3.4.6. Obezite ve Meme Kanseri

Obezitenin meme kanseri ile olan iligkisini gdstermek amaciyla Brandt ve
arkadaglarimin yaptigi ¢alismada 337819 kadin hastadan 4385 kadinin invasif
meme kanseri oldugu goriilmistiir. Postmenopozal donemde 80 kg’in tizerindeki
kadinlar ile 60 kg’in altinda kadinlar karsilastirildiginda, meme kanseri olgusu
goriilme relatif riski 1,25, premenopozal kadinlarda ise ayn1 6zelliklerde bu relatif
riskin 0,58 oldugu agiklanmistir (36). Buna gore postmenopozal obezitenin meme
kanseriyle dogrududan iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu iliski biyokimyasal
olarak premenopozal kadimnlarin ostrojen/6stradiol hormonlarinin kontroliinde
oldugunu gostermektedir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda ise 6strojenin
kaynaginin, yag dokusunda mevcut androstenedionun aromotaz enzimi ile
reaksiyonu sonucunda olusan Ostron oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira
viicutta seks hormonu baglayict globulin diizeyi obez insanlarda azaldigindan,
aktif hormon diizeylerinde artis goriilmektedir. Obezite ile birlikte gelisen

hiperinsulineminin de timor hiicrelerinde mitojenik etkisinin oldugu ve ayni
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zamanda obeziteyle hiperkolesteroleminin beraber goriilmesinin tiim steroid
hormonlarinin prekursérii olan kolesteroliin, 6strojen diizeylerini arttirabilecegi
unutulmamalidir. Bununla beraber meme kanseri olan obez kadinlarda 6liim

oranin daha fazla oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (36,37).

3.5. Meme Bezinin Anatomisi

Deriye bagh apokrin bezi olarak adlandirilan meme dokusu reprodiiktif
sistemin fonksiyonel bir bolimiidiir. Bu doku cilt, cilt alt1 yag dokusu ve meme
dokusu (parankim ve stroma) olmak iizere li¢ kisitmdan meydana gelir. Memenin
cap1 ortalama 10-12 cm ve orta bolgesinde maksimum kalinligr 5-7 cm’dir.
Laktasyon doneminde olmayan bir meme yaklasik olarak 150-200 gram iken
laktasyon doneminde bu agirlik 400-500 grama kadar cikabilmektedir (38,39).
Gelisimini tamamlamis bir meme dokusu iistte, ikinci ve ya {igiincii kostanin iist
siirindan, altta altinci kosta hizasina kadar uzanir. Medial kismi sternumun
kenarinda, lateral kismi ise orta veya On aksiller hattindadir. Meme {ist dis ucunda,
muscularis pektoralis major kasinin alt kenar1 boyunca koltuk altina dogru uzanur.
Meme dokusunda olusan lezyonlarin genellikle iist dis kisimda goriilmesinin
nedeni olarak dokunun biiyiik kitlesinin ¢ogunlukla iist yarida ve dis kisminda
yerlesmesi olarak agiklanabilir. Meme dokusunun yaklagik olarak dortte tgi

muscularis pectoralis major lizerinde yer alir.

17



klavikula

\£ Cooper ligamam

pektoralis major

laktifer

pektoral fasya

siniis
interkostal kas .
1
interkostal sinir ve e~
damarlar =\ o
- siit kanah
glandiiler
akciger lobiiller
/
5

6.kosta | £ WINY ’/

Sekil 1. Meme Bezinin Anatomisi

3.6. Meme Bezinin Fizyolojisi

Meme bezi baslica ii¢ dokudan olusur; parankimatdz doku, iginde bulunan
loblar1 birbirine baglayan fibr6z doku ve bunlarin aralarini dolduran yag
dokusundan meydana gelir. Bireyin yapisal durumu meme dokusundaki fibroz ve
yag dokusunun miktarini belirlemede 6nemli bir rol oynar. Hipofiz, hipotalamus
ve overlerin kontroliinde salgilanan, Ostrojen, progesteron, oksitosin, biiylime
hormonu, prolaktin, kortizol, tiroid hormonu gibi bir¢ok 6nemli hormon memenin
gelismesinde ve fonksiyonunda gorev alir (40). Belirtilen bu hormonlarin in vivo
olarak kesin olmamakla beraber in vitro olarak meme dokusu fiizerine etkileri
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Fakat kesin olarak bilinen hormonlar arasinda
Ostrojenin duktusun gelisimini baglattigi, prolaktin ve progesteronun ise lobiil ve
burada bulunan asiniis olarak adlandirilan bir¢ok kanalciklarin gelisiminde gérev
aldigi ve prolaktinin aynt zamanda siit salgisinin olusmasini sagladigi

bilinmektedir. Hipofiz bezinden salgilanan prolaktin hamileligin son zamanlarina
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dogru yiikselir, lohusalik donemi ve emzirme siiresince yiiksek diizeyde
seyrederek siit sekresyonunu ve siit proteinlerinin sentezini kontrol eder(40).
Meme epitelinin 6zellikle duktal epitelin gelisimi {izerinde biiyiik etkisi
oldugu bilinen Ostrojenin etkisini gosterebilmesi i¢in dstrojenin ve progesteronun
sentezini uyardigl, g¢ekirdek ve sitoplazmada bulunan ostrojen reseptorlerine

ihtiyag vardir (41).

3.7. Kullanilan Terapotik Ilaclar

3.7.1. Fluoksetin

Fenilpropilamin tiirevi olan ve selektif serotonin geri alim inhibitorii
(SSRI) grubunda degerlendirilen fluoksetin, SHT2C reseptdr antagonisti olarak
davranan, norepinefrin ve dopamin disinhibe edici 6zellige sahip bir tedavi
ajanidir. Fluoksetin, serotonin geri alimimin inhibisyonuna ek olarak noérepinefrin
geri alimini (NRI), CYP450 2D6 ve 3A4’°1 de inhibe eder. Ayrica NRI, serotonin

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

Fluoksetin

Sekil 2. Fluoksetinin Etkisi
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3.7.1. 1. Fluoksetin’in Farmakokinetik Ozellikleri

Fluoksetin viicutta demetilizasyon ile aktif metaboliti olarak bilinen
norfluoksetine dondstiiriiliir. Bu bilesigin tedavide hem R hem de S enantiomeri

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

Sekil 3. Fluoksetinin Kimyasal Yapisi

Karacigerde metabolize olan fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetin
CYP2D6 enzimini inhibe eder (45). Norfluoksetinin yarilanma 6mrii 5-16 giin
arasinda degisirken fluoksetinin yarilanma omrii sadece 53 saattir (46).

T lenfositler viicutta immun sistemi gii¢clendiren yapilardan biridir. CD3+
T lenfositlerin aktivitesini desteklerken, CD4+ T lenfositler organizmanimn immun
sistemini arttirir. Fakat CD8+ T lenfositler viicutta T lenfositleri baskilar. Bu
ylizden viicutta T lenfositlerin aracilik ettigi immun reaksiyonlarda antitimor ajan
olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiimorlii hastalar izerinde yapilan ¢aligmada
fluoksetin verilmeden once CD3+, CD4+ ve CD4+/CD8+ T lenfositlerin
miktarinin az, CD8+ miktarinin fazla oldugu saptanmistir. Bu hastalara fluoksetin

verildikten sonra CD3+, CD4+ ve CD4+/CD8+ T lenfositlerin miktarinda artis
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saptanirken zitt1 olarak CD8+ sayisinda da azalma oldugu goriilmiistiir. Bu da

fluoksetinin viicutta T lenfositler araciligi ile savunma sistemini destekledigini

gOstermistir (47).
3.7.2.Raloksifen Hidrokloriir
3.7.2.1.Raloksifenin Yapis1 ve Ozellikleri

Benzotiyazepin tiirevi olan bu bilesigin molekiil formiiliit C28H27NO4S ve

molekiil agirlig1 473.587 g/mol olarak bilinmektedir (48).

OH

17

HO

17 3-Bstradiol

HO

benzotiyofen

Sekil 4.Raloksifen HCI ve 17-B-Ostradiol’iin Kimyasal Yapilar1 (48).
3.7.2.2 Raloksifen’in Etki Mekanizmasi

Ostrojenin etki mekanizmasi, ozellikle Ostradioliin (E;) hedef organ
hiicrelerinin ¢ekirdegine girerek, orada dstrojen reseptorii (ER) olarak adlandirilan
bir dizi bos, pasif durumda olan proteine baglanmasiyla olur. ERa (baskin olarak

aktive olan) ve ERp olarak iki farkli izoformu olan ER i E; ile birleserek farkli bir
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konfigiirasyon olusturur (E2-ER) ve aktif reseptorlere doniisiirler. Boylece
Ostrojen yanitlayan eleman (ERE) olarak bilinen DNA dizisi ile eszamanli bir
sekilde dimerize edilmelerini ve daha sonra etkilesimde bulunmalarini saglarlar
(Sekil 5). Rahim ve meme gibi hedef, lireme orgami dokularinda ostrojen etki
tetikleme sorumlu olan hiicre proteinlerini sentezlemek i¢in sorumlu olan genlerin
spesifik bir grubu, ERE baghidir (Sekil 5) (49,50).

Ayrica, ER’de aktivasyon faktorleri (AF) olarak bilinen, spesifik DNA
dizisi ile etkilesim yerinde bulunan AF-1 ve ligandin baglandigi yerde olan AF-2
olmak iizere iki oOzel bolgesi vardir. ERE ile baglantili gen gruplarinin
etkilestirilmesi ve dolayisi ile kendileriyle baglantili proteinlerin sentezlenmesi
icin E; yan zincirinin AF-2 bolgesi ile etkilesmesi gerekir (Sekil 5) (49,50).

Ostrojen tek bir molekiil baglanma alanina sahip degildir. Ostrojen tipi
ligantlara ve antidstrojenik ligantlara ve segici Ostrojen modiilatorlere (SERM)
baglanmasiyla iki alana sahip olarak farkli etkiler olusturur. Bu nedenle ligandin
ER'ye baglandig1 bolgeye bagh olarak, ligandin dstrojen agonisti, kismi dstrojen
agonisti veya bir ostrojen antagonisti olup olmadigini tanimlayarak, Raloksifen

gibi farkli ER molekiil formlar1 yapilmistir (Sekil 5) (49,50).

3.7.2.3. Raloksifenin Kullanim ve Etki Mekanizmasi

Raloksifenin en 6nemli 6zelliginden biri Gstrojen etkilerini taklit ederken
endometriumu uyarmadiglr yapilan hem in vitro hem de in vivo g¢alismalarda
gosterilmistir (51,52). Raloksifen hali hazirda klinik olarak osteoporoz tedavisinde
kullanilirken, SERM olarak etki gdsteren bu bilesigin meme kanseri tedavisinde

de kullanilmasi igin ¢alismalar yapilmaktadir. Ciinkii raloksifen, su anda meme
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kanseri tedavisinde kullanilan bilesiklerin aksine yerine gore agonist yerine gore

anatagonist etki gosterebilmesinin ¢ok biiyiik bir avantaj olacagi bilinmektedir.

A

',

Estradiol (E;)

B C

ER

Raloxifene
(RLX)

E, ER
Active receptor
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Sekil 5.Raloksifenin Etki Mekanizmasi
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SERM grubu olan bu bilesiklerin farkli yerlerde farkli etki gostermeleri, strojen
reseptorlerine baglanirken aktive ettikleri veya gerekli olan farkli endojen

kofaktorler ve yapisal farkliliklarin neden oldugu diistiniilmektedir (53-55).

3.8. Test Parametreleri

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

Viicut savunma sisteminde gorev alan musinler hiicre ylizeyinde
bulunduklar1 yere gore jel olusturan (sekrete edilen) ve hiicre zarinda
(transmembran) yerlesen musinler olmak tizere 2’ye ayrilirlar. Jel olusturan
musinler tamamen ekstraselliiler olup hiicre dis1 ortam ile mukoza yiizeyi
arasindaki ilk savunma hattin1 olustururken, transmembran yerlesen musinler
ikinci savunma hattini olustur, ayn1 zamanda ortamdaki herhangi bir farkliliga ait
bilgileri hiicre igine ileten sensorler olarak da gorev yapar. Bir musin ¢esidi olan
ve kanser hiicresinin yiizeyinde salinan MUC1-N’in gogiis kanserinde serum
diizeyi artar ve CA 15-3 olarak Ol¢iilir (56). Meme epitelyumunda bulunan
glukoprotein yapisinda olan bu musin CA 15-3 episialin olarak ta bilinir (57).

Miisin tipi meme kanseri belirtegleri 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) tarafindan metastatik meme kanserinde klinik

cizelge takibinde onay almistir (58).

3.8.2. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)

Anjiogenezi uyaran ve anjiogenezin kontroliinde Onemli roller iistlenen

vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF), fizyolojik ve patolojik anjiogenez,
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lenfanjiogenez ve vaskiilogenez Tlizerinde ¢esitli etkileri olan biiylime
faktorlerinden VEGF-A,B,C.D,E ve plasenta biiyiime faktori-1 (PIGF-1)
glikoproteinleri VEGF gen ailesi tarafindan kodlanir ve bunlarin yaninda VEGF
gen ailesi 3 tirozin kinaz reseptorii igerir ( 59,60).

VEGF diizeyi embriyonik gelisimin ilk donemlerinin sonuna dogru
azalirken, organogenez siirecinde ekspresyonu oldukea artmaktadir (61).

VEGF salinimini arttiran bir diger faktor glukoz diizeyi ve oksidatif stres
olurken nitrik oksit, inflamatuar sitokinler, onkogenik mutasyonlar ve hipofiz
hormonlar1 da VEGF diizeyleri {izerinde etkili olur (62). VEGF-A gen
transkripsiyonunu uyaran hormonlarin &strojen ve testosteron hormonlarinin
oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmis olup meme kanserli hastalarda VEGF’in
tiimoral ekspresyonu ile sagkalim arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (63,64).

Lenf nodu olmayan meme kanserli kadinlar arasinda yapilan bir ¢alismada
timor boyutu ile Ostrojen, progesteron ve VEGF arasinda anlamli bir sekilde
iliskinin oldugu ortaya koyulmustur (65). Meme kanseri ile beraber lenf nodu da
bulunan hasta kadinlar da yapilan ¢alismada ise niikssiiz sagkalim ve toplam
sagkalimin tahmin edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu baglamda Rosen LS. ve
arkadaslarinin ¢ok degiskenli analizle yaptig1 calismada VEGF ekspresyonunun
toplam sagkalim sayis1 iizerinde bagimsiz bir sekilde belirleyici bir rolii oldugu

gosterilmistir (66).

3.8.3.Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor (M-CSF)

Koloni uyarici faktér (CSF-1) olarak da adlandirilan, makrofajlarin

tretimlerini, fonksiyonlarini ve farklilagmalarin1 kontrol eden bu yapilar sitokin
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mezenkimal hiicreleri tarafindan salinirlar. Kromozom 1’in kisa kolundan (p21-
p13) kodlanan ve molekiil agirligit 70 kDa olan makrofaj koloni uyaric1 faktor
reseptoric (M-CSF) CD115 olarak da adlandirilir ve cc-fms protoonkogeni

tarafindan kodlanir (67).

Sekil 6. M-CSF’nin molekiiler yapisi

CD115 in M-CSF tarafindan uyarilmasiyla fosfatidil inozitol 3 kinaz
(PI3K) aktive olur ve ikincil haberci olarak ¢alisan fosfainozit bagimli 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
lizere li¢ iyesi vardir. Bunlardan AKT1 apoptozu inhibe ederken (69), AKT2
insiilin sinyal yolaginda gorev alir (70). AKT3 hakkinda fazla veri mevcut
olmadig gibi agirlikli olarak beyinde tiretildigi bilinmektedir.

Kanser hiicrelerinin proliferasyonuna yardim ettigi diistiniilen makrofajlar;
hipoksik bir ortam meydana getiren tiimor hiicreleri etrafinda kronik enflamasyon
olusturmakta ve salgiladiklari tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ile niikleer

faktor-kappa B (NF-xB) gen ekspresyonunu arttirmaktadir. NF-kB apoptozu
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engelleyen proteinleri sentezlettirmekte ve hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir

(72).
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Sekil 7. Makrofajin gorevleri

3.8.4.Matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9)

Hiicrelerin DNA’sinda ve kromozomlarin etkin yerlerinde bulunan
genlerde olan degisiklikler nedeniyle kontrol dis1 boliinlip ¢ogalmasi ile kanser
meydana gelir. Fakat kanserin olusmasi i¢in kontrolsiiz ¢ogalma yeterli olmadigi
gibi hiicrenin invazyon ve metastaz Ozelliklerini de kazanmasi gerekmektedir

(72). Bu baglamda ekstraselliiler matriks (ESM) elemanlar1 tiimériin invazyon ve
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metastazinda kilit rol oynamaktadir (73). Proteinleri ve proteoglikanlar1 iginde
bulunduran ve yalnizca yapisal destek saglamayan ekstraselliiler matriks, bunun
yaninda hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve migrasyonu ile yapigsmasinda
gorev alan ve aynm1 zamanda doku morfogenezisi gibi bircok biyolojik olaya etki
eden kompleks bir yapidir. Timdr dokusunun biiylimesini ve tiimor hiicresinin
metastazini engellemek i¢in primer bir bariyer olarak gorev yapan ekstraselliiler
matriksi agmak i¢in tiimor hiicreleri metalloproteinazlari kullanirlar (74). Matriks
metalloproteinazlar (MMP) fizyolojik ve patolojik doku yikiminda gérev alan
ekstraselliiler proteazlardir (75).

Kollajen tip IV ve diger ekstraselliiler matriks bilesenlerini ortadan
kaldirabilen ve jelatinaz B olarak da adlandirilan MMP-9 kanserin biiyiimesinde
ve invazyonunda biiyiik bir etken olarak goriilmektedir. Boylece, hastaligin kotii
prognozu ile MMP-9’ un asir1 ekspresyonu arasinda korelasyon oldugu ortaya
konulmustur (76,78).

MMP-9 faktoriiniin artist meme kanserli hastalarda tiimorle ilgili olan

notrofil, makrofaj ve lenfosit degerlerinde artisa sebep olur (79).

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

Alt1 adet disiilfiit bagi bilinyesinde bulunduran doku matriks
metalloproteinaz inhibitorii ¢ok cesitli hiicrelerden eksprese edilir ve dort ¢esidi
vardir. Bunlardan biri olan TIMP-1 bir¢cok doku ve viicut sivisinda bulunmakla
birlikte yliksek 1s1 ve uygunsuz pH ortamlarda denatiire olmamasini molekiile

diren¢ kazandiran disiilfit baglar1 saglar (80,81).

Bu glikoproteinler, kendilerine matriks metalloproteinazlari (MMP) geri
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dontistimsliz bir sekilde ve non-kovalent bigimde baglayarak latent enzim
formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin siirdiiriilmesini de engelleyerek
MMP’lerin proteolitik aktivitelerini kontrol eder ve bdylece ekstraselliiler
matriksin homeostaz devamliligini saglamasinda gorev alir.

TIMP’lerin malign siirecte matriks metalloproteinlerin ¢alismalarini inhibe
ettiginden dolay1 tiimoér olusumunda negatif etki gosterebilecegi diisiiniilsede, bu
glikoproteinlerin tiimor olusumunda biiylimeyi uyaricit ve antiapoptotik etkileri
olduklar1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (82,83).

Bazi yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarda meme, mide ve bobrek
kanserlerinde TIMP-1’in artan immiinoreaktivitesi ortaya koyulmustur ve bununla
beraber meme, bobrek, kolorektal, mide, 6zofagus ve kiiciikk hiicreli olmayan
akciger kanserlerinde kan ve dokulardaki TIMP-1 protein diizeyleri ile prognoz

arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir (84,85).

3.8.6.Antioksidan Parametreler

Antioksidanlar denildiginde reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin zararh
etkilerini enzimatik ve ya nonenzimatik yollarla engelleyen yapilar akla gelir. Bu
antioksidan sistemlerden beklenen etkilerin bazilari; serbest olarak dolasan
radikallerin etkilerini engellemek, indirgenmis sekilde bulunan metallerle selat
olusturmak, kendilerinden baska antioksidanlarin ortaya ¢ikmasinda gorev almak,
gen ekspresyonu sirasinda olumlu yonde gorev almak, doku ve biyosivilarda
fizyolojik olarak etki gosterebilecek diizeylerde bulunabilmek ve kolay bir sekilde

absorbsiyon olmalar1 beklenmektedir. En etkili antioksidan enzimler arasinda
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Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPx)

bulunmaktadir (86).

3.8.6.1.Enzimatik Antioksidanlar

3.8.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz(SOD)

Bir metalloenzim olan siliperoksit dismutaz, siiperoksidin hidrojen
perokside dismutasyonunu katalize eder. Oksijeni metabolize eden biitiin
hiicrelerde bulunurlar ve serbest olarak bulunan oksijen radikallerinin toksisitesine
karst defans mekanizmalarini olusturur. SOD’un bilinen substrati siiperoksit
radikali olup viicudun mitokondri, sitozol ve ekstraseliiler kisimlarinda bulunur.
Bu enzim viicutta serbest radikallerin olusmasini engellemesinin yanisira lipid
peroksidasyonunun baslamasini da Onler. Viicutta meydana gelen siiperoksit
anyonu siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan H,O;’ye doniistiiriliir. H,O,’nin
kendisi serbest radikal olmamasina karsin OH- radikalinin olugsmasina sebep
oldugu igin toksik etki gosterebilir bu yiizden H,O,’de katalaz ve glutatyon

peroksidaz tarafindan zararl etkisi olmayan bilesiklere gevrilirler (87).

205"
Superoksit
2H"*
Superoksit Dismutaz
O,

H202

Hidrojen Peroksit

Sekil 8. Siiperoksit Radikalinin SOD Tarafindan Dismutasyonu
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Stiperoksit dismutaz enziminin bulundugu yere ve kullandigi metale gore tig
formu vardir;

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

2) SOD-2 : Mn bagimli ve mitokondride bulunur

3) Ekstraseliiler SOD olarak bilinir (88).

3.8.6.1.2.Katalaz (CAT)

Oksido-rediiktaz olarak bilinen enzimler indirgenme-yiikseltgenme
tepkimelerinde rol oynarlar. Iste bu grup iginde yer alan Katalaz (CAT) enzimi,
hidrojen peroksit veya diger organik peroksitleri substrat olarak kullanarak zararli
peroksitlere karsi organizmayi koruyan oksido-rediiktazlarin hidroperoksidaz
sinifinda bulunur. Hiicre membranlarinin yapisini bozarak kanser olusumuna
neden olabilecek serbest radikaller, peroksit bilesiklerinin birikmesiyle meydana
gelirler (89).

Katalaz enzimi H;0,’yi hem elektron alicisi hem de elektron vericisi
olarak kullanir ve eger bu H,O, CAT ile doniistiiriilmez ise viicutta zararli olan

serbest radikallerin olusmasina yol agar

CAT + H,0, — CAT - H,0; (Kompleks I)
CAT -H,O0, — CAT+ 2 H;O + O, (Katalaz aktivitesi)

CAT
2H, 0 ———» 2H,0 + O

Yukaridaki tepkimelerde goriildiigii gibi CAT, H,0,’i substrat olarak,

elektron alicisi ve elektron vericisi olarak kullanmaktadir (90).
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3.8.6.1.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Memeli  hiicrelerinin  mitokondrilerinin  matriksinde ve hiicrenin
sitozoliinde bulunan GSH-Px, oksidatif hasar1 engelleyen enzimler arasinda
onemli bir yere sahiptir (91). Bulundugu yerde siiperoksit dismutazin meydana
getirdigi  hidrojenperoksit ve hidroperoksitlerin serbest halde kalmasini
engelleyerek onlar1 su ve ilgili alkollere doniistiiren antioksidan 6zellige sahip bir
enzimdir. Fakat bu radikalleri doniistiirebilme yetenegi sinirli oldugu i¢in diistik
hidrojen peroksit yogunlugunda etkisini gosterebilmektedir (92,93). Alt1 adet
izoenzimi bulunan glutatyon peroksidaz enziminin GSH-Px 5 izoenzimi disindaki
diger bes izoenzimi selenyum elementine bagli olarak aktivite gosterir (94).

GSH-Px enzimi hiicrelerde H,0;’in suya indirgenmesini saglarken ayni
zamanda lipidlerin perokside olmasini engelleyen ve hiicrede peroksizom disinda
meydana gelen H,0O;’in uzaklastirilmasinda goérev alan O6nemli koruyucu
enzimlerden biridir. Insan viicudunda hemoglobinlerden dolay1 meydana
gelebilecek oksidatif yikimlara karsi eritrosit membranlarini muhafaza eder.
Bundan dolayidir ki bu enzimin yetersiz oldugu kisilerde hemolitik olaylarin
goriilme olasilig1 daha fazladir (95,96).

GSH-Px’in katalizledigi tepkimeleri gosterecek olursak;

Glutatyon peroksidaz

H,O0, + 2GSH — > GSSG + 2H,0
(rediikte glutatyon) ( okside glutatyon)

Glutatyon peroksidaz

ROOH + 2GSH — & GSSG + ROH + H,0
PLOOH +2GSH ————* GSSG +PLOH + H,0
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(ROOH-=Lipid peroksidleri, PLOOH=fosfolipid peroksidleri temsil etmektedir)
Bu tepkime sonucunda olusan GSSG, glutatyon rediiktazin katalizorliinde

NADPH esliginde yeniden GSH’a doniistir.

Glutatyon rediiktaz
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP"

3.8.6.1.4.Glutatyon (GSH)

Yapisinda glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran bir

tripeptittir. Bu molekiiliin hiicreleri oksidatif hasara karsi korumada gorev aldigi

bilinmektedir (97).

H

; S

NHz

=T

Sekil 9.GSH’1n molekiiler yapisi

3.8.6.1.4.1.Glutatyon Metabolizmasi

Biitiin memeli dokularinda bulunan glutatyon basta karaciger olmak {izere
tiim organlarda sentezlenmektedir. Bu bilesigin antioksidan 6zelligi oldugu ve bu
ozelligini biinyesinde bulundurdugu sistein kismindaki tiyol (-SH) grubu ile
gerceklestirdigi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (98).

Viicutta toplam GSH’mn biiyiik bir kismi1 ( ~ % 85-% 90°1) sitozolde
bulunur. Kalan kismi ise mitokondri ve diger organellerdedir. Mitokondrinin

kendi biinyesinde bulunan GSH sentezinde gorev alan enzimlerin miktar1 yetersiz

33



oldugu durumlarda sitozolden takviye yapilarak dongiiniin devam etmesi saglanir
(99).

Viicutta bulunan glutatyon ¢ogunlukla serbest halde bulunur. Sadece % 15
oraninda proteinlere baghidir. Serbest halde bulunan glutatyon hiicrelerde
genellikle rediikte formdadir. Boylece oksidatif stres durumunda okside forma
dontstiiriilerek hiicrenin maruz kalabilecegi oksidatif hasar 6nlenmis olur. Bu
ylizden hiicrede rediikte ve okside formlarinin oram1 (GSH/GSSG) antioksidan
ozellik agisindan ¢ok 6nemli bir yeri vardir (100).

Viicutta karaciger ve bobrek, organlar arast GSH dongiisiiniin
korunmasinda gorev yapan en onemli birimlerdir. Ama bunlarin yanisira lens,
dalak, eritrosit ve lokositler de bu dongiliniin saglanmasina yardimci olurlar.
Hiicredeki GSH igeriginin devamliliginin sona ermesi geri dondiiriilemeyen hiicre
hasarlarina baghdir. Bu yiizden birgok patolojik olayin tahmin edilebilmesi igin

viicutta bulunan GSH konsantrasyonunun 6nemi biiyiiktiir (101).

Reduced Glutathione
(2 GSH)

N ADP'\ / \
G"‘“’/""O"e reducrase Glutathione peroxrdase
Rlboﬂavin %=
(FA D) Sclomum
NADPH+H* -/ / \'>
(GSSG)

Oxidized Glutathione

Sekil 10. Glutatyon Oksidasyon-Rediiksiyon (Redoks) Dongiisii

34



3.8.7. Oksidan Parametre

3.8.7.1. Malondialdehit (MDA)

Malign hastaliklar ve bir¢cok inflamatuar olusumda hiicre metabolizmasi ile
meydana gelen serbest radikallerin sayisi artar. Bu durum karsusinda viicuttaki
antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda hiicre membranindaki yag
asitleri serbest radikaller ile etkilesime girerek peroksidasyona ugrarlar (102).

Lipid peroksidasyonu; fosfolipid, steroid gibi viicutta bulunan bilesiklerin
yapisindaki doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile reaksiyona girerek
cesitli aldehit, alkol, hidroksi asit gibi {irlinlere donlismesini i¢ceren ve bunun
sonucunda genel olarak yikict etki gosteren birbirini takip eden zincir
reaksiyonlari olarak bilinir. Bu reaksiyonlar sonucunda meydana gelen membran
hasarlarinin geri dontisiimii miimkiin degildir (103).

Organizmada, serbest radikaller araciligi ile membrandaki doymamis yag
asidi zincirinden bir hidrojen koparilmasiyla lipid peroksidasyonu baslamis olur
ve bu olay ortamda malondialdehid (MDA) miktarinin artmasina sebep olur
(104,105). Viicuttaki lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde bu
peroksidasyon reaksiyonunun son iiriinii olan MDA diizeyi kullanilir (106). Kan
plazmasinda kolay bir sekilde tayin edilebilmekte olan ve oksidatif stres
parametreleri arasinda 6nemi bir yere sahip olan MDA, idrar numunelerinde de
tespit edilebilmektedir (107).

Malondialdehit {iretimi iic ya da daha fazla c¢ift bag biinyesinde
bulunduran yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olmaktadir (Sekil 11).

MDA’nin  mutajenik, karsinojenik ve genotoksik Ozellikte olmasinin
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nedenlerinden bazilar1 asagidaki gibi siralanabilir:

Membranin yapisinda bulunan bilesenlerin polimerizasyonuna ve capraz
baglanmalarina neden olur.
Hiicre membranlarinda neden oldugu deformasyonlar ile sekil ve bigim
bozukluklarina sebep olur.
Enzim aktivitesi, iyon transportu gibi i¢ membranin bazi &zelliklerini
degistirerek yapisini bozar.

DNA’nin nitrojen bazlar ile etkilesime girerek yapisinda degisikliklere

neden olabilir (107,108).
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Sekil 11. Yag asitlerinin peroksidasyonu ve malondialdehit olugumu (92).
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3.9. Kullanilan Karsinogen Ajan

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

Serbest radikallerin olusumunda rol oynayan polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH) Kkarsinogenenezi tetikledigi  bilinmektedir. Bir PAH tiri olan 7,12-
Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekiilii de hiicrede oksidatif hasara sebep olarak
hidroksi, siiperoksit, peroksidler gibi reaktif oksijen radikallerini olusturur. Bu etkisini
DNA baglarindaki kirilma veya lipid peroksidasyonu gibi yollarla meydana getirerek
mutajenik ve karsinojenik etki gosterir (109).

Gerek kemirgenler tizerinde yapilan in vivo ¢alismalarda gerckse de mutajenik
hiicrelerde yapilan in vitro ¢calismalarda DMBA’ ya maruz birakilma sonucunda tiimorlii
hiicre miktarinda énemli bir artis oldugu goriilmiistiir (110).

DMBA metabolizmas1 sirasinda meydana gelen ara bilesikler DNA’ya
baglanarak genetik mutasyona sebep olur (111). Bu sekilde yapisi bozulan DNA lipid
peroksidasyonuna sebep olarak hiicre iginde hidroksi ve siiperoksit anyonlarin

cogalmasiyla serbest radikallerin sayisini artirir ve bdylece karsinojenik etkisini gosterir

(112).
2
CHs 1 3
11 12
10 4
9 5
8 7 6
CHa

Sekil 12. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekiilii
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Molekiil Formiilii : CogH1g

Molar kiitlesi : 256,34

Erime Sicakligr : 122-123 °C

CHg3

Pro-(sekonder) karsinojen

P450 P450 Peroksidaz
l Metabolik aktivasyon
Prokarsimat
karsinojen 1-elektron yiukseltgenmesi

CH3
3,4-epoksit

CHys ©
Asil karsinojen
metabolit

(elektrofil)

trans-3,4-diol-1,2-epoksit Radikal katyon

L _

DNA'ya kovalent baglama

Kansere baslangi¢

Sekil 13. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen’in olasi metabolik aktivasyon yolaklari (113 ).
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4. GEREC ve YONTEM
4.1.Gerec¢
4.1.1. Deney Hayvanlarinin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada toplam 32 adet yaklasik 100-150 gram Wistar-Albino ki disi
sigan kullamlmustir. Arastirmaya baslamadan &nce Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan arastirma i¢in etik kurul izni (Protokol No:
2016/57) alinmigtir. Deney hayvanlari; Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden (FUDAM) temin edilmis olup hayvanlar optimal
sartlarda sabit sicaklik (22-24 0C) ve nem altinda (% 60+5), aydinlik/karanlik
(12/12 saat) sikluslarinin oldugu klimali odalarda 6zel kafeslerde korunarak

standart yem ile beslenmis ve musluk suyu ad libitum saglanmistir (Tablo 4).

Tablo 4 Standart Yem Bilesenleri

Yem Bileseni Yiizdesi

Su (en ¢ok) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en ¢ok) %7

Ham kiil (en ¢ok) % 8

HCI’de ¢ozlinmeyen kiil (en ¢ok) % 2

NaCl (en ¢ok) %1

Mineral Karmas1* % 1,25
Vitamin Karmasr** % 1,25
Metabolik Enerji 2650 kcal/kg
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*Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 9), Sodyum (% 0.5-0.7),

Mangan (10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg)

**Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vit D3 (1000 1U/kg), Vit E (60

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

4.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, tiretici firmalar1 ve {iriin

kodlar1 asagida Tablo-5’te verilmistir

Tablo 5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde

Uretici Firma ve Uriin Kodu

DMBA

Raloksifen

Fluoksetin

Rat VEGF ELISA Kiti

Rat M-CSF ELISA Kiti

Rat MMP-9 ELISA Kiti

Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
Tokyo, Japan, (Cat No: D0677)
Combi-BlocksCompany, San Diego,
CA, USA, (Cat No: QA-8277)

Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
Tokyo, Japan, (Cat No: FO750)

YL Biont, Shanghai YL Biotech Co.,
Ltd. ( Cat No: YLAO190RA)

YL Biont, Shanghai YL Biotech Co.,
Ltd. ( Cat No: YLAO427RA)

YL Biont, Shanghai YL Biotech Co.,

Ltd. ( Cat No: YLAOS85RA)
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4.1.3. Kullanilan Gerecler

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve iiretici

firmalar1 asagida Tablo-6 te verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan Geregler

Kullamlan Cihazlar Uretici Firma

Analitik Terazi Sartorius, Germany

ELISA Cihazi Biotek ELX 800

Sogutmal1 Santrifiij Cihaz1 Heraeus D-37520, Germany

Etliv Niive EN 400, Tiirkiye
Homojenizator Ultra-Turrax, T25, Germany
Metabolik inkiibator Thermo-shaker MBS100-4A, Poland
Distile Su Cihazi PV-PP(AQUA) Water System, italy
Manyetik Karistirict 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. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanisi

Kanserojen ajan olan DMBA’nin 80 mg/ kg’1 1 mL zeytinyag1 igerisinde
¢oziindiiriildii. Tedavi ajanlarindan biri olan Raloksifenin 3 mg/kg dozu 1 mL

DMSO i¢inde c¢oziindiiriilirken, diger bir tedavi ajan1 olan Fluoksetin’in 30
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mg/kg’t ImL distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek kullanima hazir hale getirildi.
Tedavi ajanlari uygulama yapilan giinlerde hazirlanip taze bir sekilde

uygulanmustir.

5.1.5. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Calisma gruplarini olusturan toplam 32 adet deney hayvam oncelikle her
bir grupta en az 8 sican olacak (deney protokolii nedeni ile olusabilecek sican
kayiplarin1 Onlemek ve istatistiksel degerlendirmelerin saglikli bir sekilde
yapilmasin1 saglamak amaci ile) sekilde 4 farkli gruba ayrilmistir. Calismanin
baslangicinda, caligma siiresi boyunca haftada bir kez ve ¢alisma sonunda
hayvanlar dekapite edilmeden once tiim gruplardaki hayvanlarin viicut agirliklar:
Olciilmiistiir.

Grup | (DMBA Grubu): Calisma baglangicinin 15. giiniinde, DMBA
(1 mL zeytinyagi i¢cinde 80 mg/kg dozda, gavaj yoluyla, tek doz) uygulanmustir.
Sicanlar 90 giin boyunca beslenerek meme kanserinin olusumu palpasyon ile
gozlenmistir.

Grup Il (DMBA+ RAL Grubu): DMBA ile meme kanseri olusturulmus
siganlara Raloksifen (RAL) 1 mL DMSO i¢inde ¢oziilerek 3 mg/kg dozda gavaj
yolu ile 6 hafta boyunca haftada 3 kez verilmistir.

Grup 11l (DMBA+FLX Grubu): DMBA ile meme kanseri olusturulmus
siganlara Fluoksetin (FLX) 6 hafta boyunca giinde 30 mg/kg dozda 1mL distile

suda ¢oziilerek gavaj yolu ile verilmistir.
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Grup IV (DMBA+RAL+FLX Grubu): DMBA ile meme kanseri
olusturulmus siganlara yukarida belirtilen dozlarda Fluoksetin (FLX) ile

Raloksifen (RAL) es zamanli olarak verilmistir.

4.1.6. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada biyokimyasal analizlerin tayini i¢in kullanilan kan 6rnekleri her
bir sigandan 1 adet olmak iizere uygun sekilde Etilen DiaminTetra Asetik Asit
(EDTA) igeren tiiplere alinmistir. Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Calisilacak parametrelere bagli olarak
plazma Ornekleri, eppendorf tliplere porsiyonlar halinde boéliinerek analizler
yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Plazma orneklerinde; Kanser Antijen
15-3 (CA 15-3), Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), Makrofaj
Koloni Stimiilan Faktor (M-CSF), Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9), ve onun
spesifik Doku Inhibitorii Metalloproteinaz-1 (TIMP-1) diizeyleri enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemiyle uygun ticari Kkitlerle prosediiriine
uygun olarak tayin edilmistir.

4.1.7. Dokularin Homojenizasyonu

Tiimorlii dokuyu igeren meme dokusu eksize edilerek ¢ikartildiktan sonra
bir kismi histopatolojik incelemeler i¢in ayrilirken diger bir kismi ise % 0,9’luk
soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCI) ile yikandiktan ve kurutma kagidi ile
kurutulduktan sonra dokular 0, 01M’lik PBS (1/10) ¢6zeltisi i¢inde, 16000 rpm’de
3 dakika uygun sartlarda homojenize edilmistir. Homojenat 5000xg’de 1 saat
(+4°C’de) santrifiij yapilarak siipernatantlar1 ayrilmis ve analiz zamanina kadar -

80°C’de bekletilmistir. Protein igerigi Lowry yontemi ile tayin edilmistir (114).
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Doku siipernatantlarinda, antioksidan enzimlerinin aktiviteleri tayin edilmis olup
antioksidan enzimlerden Glutatyon Peroksidaz (GPx), Siiperoksid Dismutaz
(SOD), Katalaz (CAT) aktiviteleri, Rediikte Glutatyon (GSH) ve lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan Malondialdehid (MDA) diizeyleri uygun
yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak oOlclilmiistiir. Ayrica doku
siipernatantlarinda; plazma orneklerinde oldugu gibi ELISA yontemi ile VEGF,

M-CSF, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri de tayin edilmistir.

4.2. Yontem

4.2.1. Enzim Immiin Ol¢iimler

ELISA yontemi, 0zgiil antijen-antikor baglanmasi reaksiyonu ile
antikorlara alkalen fosfataz veya horse radish peroksidaz gibi bir enzim
baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli {iriinlere doniistiiriilmesi suretiyle
gosterilmesi esasina dayali immiinokimyasal bir 6l¢iim teknigidir. Calismamizda
secilen parametrelere 6zgii siganlardan alinan monoklonal antikor, 96 gozlii
plate’ler iizerine 6nceden kaplanmis olarak kit i¢eriginde bulunmaktadir. Plazma
ve doku oOrnekleri ile standartlar platelerde bulunan uygun kuyucuklara
eklendikten sonra, 37 ° C'de inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon gergeklestikten
sonra, plate’ler yikanmis ve kuyucuk igerisinde ¢ozelti kalmamasina dikkat
edilmistir. Daha sonra enzim substrati1 ortama eklenmistir. Absorbanslar ELX 800
ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutulmustur. Plate
yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX 50 (BioTeklInstruments,

USA) kullanilmistir.
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4.2.1.1. Plazma VEGF Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma VEGF diizeyleri, sican VEGF- ELISA Kkiti (YL Biont, Shangai.
YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLAO0190 RA) kullanilarak kit prosediiriine
uygun olarak c¢alisildi. Sonuglar ng/mL olarak belirtildi. Kitin 6l¢iim aralig:

kit prosediiriinde 10 - 3000 ng/mL, sensitivitesi < 5,01 ng/ml olarak belirlenmistir.

4.2.1.2. Plazma M-CSF Diizeylerinin Olciimii

Plazma M-CSF diizeyleri, sigan M-CSF- ELISA kiti (YL Biont, Shangai.
YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLAO427RA) kullanilarak kit prosediiriine
uygun olarak calisildi. Sonuglar ng/mL olarak belirtildi. Olgiim aralig: 20 - 2000

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

4.2.1.3. Plazma MMP-9 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma MMP-9 diizeyleri, sigan MMP-9 ELISA kiti (YL Biont, Shangai.
YL BiotechCo., Ltd. Katalog No: YLAO585RA) kullanilarak kit prosediiriine
uygun olarak ¢alisildi. Sonuglar ng/ml olarak belirtildi. Olgiim araligi 0,05 - 10

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

4.2.1.4. Plazma TIMP-1 Diizeylerinin Ol¢iimii

Plazma TIMP-1 diizeyleri, sican TIMP-1 ELISA kiti (YL Biont, Shangai.
YL BiotechCo., Ltd. Katalog No:YLAO0572RA) kullanilarak kit prosediiriine
uygun olarak ¢alisildi. Sonuglar ng/ml olarak belirtildi. Kitin 6l¢iim araligi 0,05 -

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

Ol¢ciim Yontemleri

4.2.2.1. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi

MDA diizeylerini belirlemede Ohkawa ve arkadaglar tarafindan onerilen
metod kullanilmustir (114). Sonuglar doku i¢in nmol/g protein olarak tanimlandi.
Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

MDA — Ornegin Absorbansi Standartin K t
~ Standartin Absorbans: - carn honsantrasyont

4.2.2.2. Doku Glutatyon Peroksidaz(GSH-Px) Aktivitesi

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin (116) metodu
kullanilarak belirlendi. GSH—PX; hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, Glutatyon
Rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi
NADPH’in NADP"ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmin 340

nm’de okunmasi ile tayin edildi.

AA/tx Vtx 10°

U/L (uM/min/L) =
exVsxL

L .\ -1 -1
¢ = NADPH "in ekstinksiyon sabiti (6,22 x 103 L.mol ~.cm ")

Vt= Total reaksiyon hacmi (mL)
Vs= Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi (mL)

L = Kiivet ¢ap1 (Icm)
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A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

6
10 = Molii uM e ¢evirmek i¢in kullanilan faktor

GSH — Px (U/L)
Protein (g/L)

GSH — Px Spesifik Aktivitesi (U/g protein) =

4.2.2.3. Doku Katalaz (CAT) Aktivitesi

Katalaz aktivitesini 6lgmek igin Aebi (117) metodu kullanilmistir. CAT,
H,02’in yikilimini katalize eder. H;O,’in CAT tarafindan yikim hizi, HyO,’in
240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir. Hesaplamalar asagidaki formiile gore yapilmistir;

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

Dokuda CAT aktivitesi k/g protein olarak hesaplanmistir.

4.2.2.4. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi tayininde Sun ve ark. tarafindan
gelistirilen yontem kullanildi (118). Yontemin prensibi - ksantin oksidaz ile
ksantinin oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan O7’nin Nitroblue Tetrazolium
(NBT)’u rediikleyerek, formazan olusturmasi esasina dayanmaktadir. SOD
aktivitesi ylikseldik¢e, NBT ile reaksiyona giren O™, miktar1 azalacak ve formazan
olusumu azalacaktir.

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD
degeri standart egri kullanilarak bulunur. SOD aktivitesi U/g protein birimi olarak

verilmistir.
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4.2.2.5. Doku Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

GSH tayini kanser ve tedavi grubu siganlarin meme dokularinda
gerceklestirilmistir. Siganlardan alinan meme doku ornekleri soguk % 0,9’luk
sodium Kkloriir ¢ozeltisiyle yikanmis, 2 ml sodyum Kkloriir ile homojenize
edilmistir. Homojenize doku o6rnekleri 7000 rpm’de 5 dakika 4°C’de
santrifiijlenmis, elde edilen siipernatantlarda GSH analizi Beutler ve
arkadaslarinin (119) oOnerdigi yonteme gore gerceklestirilmistir. Dokudan elde
edilen siipernatantlar triklorasetik asit (TCA) ile % 10 (v/v) olacak sekilde
muamele edilip santrifiijlemistir. Elde edilen slipernatantlarin tizerine disodyum
hidrojen fosfat ¢ozeltisi ile ditiyorbisnitro benzoik asit i¢eren Elman ayraci
eklenmis ve 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okunmustur.

Sonuglar pmol/g protein olarak ifade edilmistir.

4.2.3. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Analizler

4.2.3.1. Histopatolojik Incelemeler

Sakrifiye edilerek meme dokular1 ¢ikarilan sicanlarda yapilan
makroskobik degerlendirmeler sonunda resimleri ¢ekildi. Histopatolojik inceleme
i¢in ¢ikarilan meme dokusuna ait liimen igerigi serum fizyolojik ile temizlendi ve
doku % 10’luk formaldehit i¢inde tespit edildi. Tespiti yapilan dokulardan, rutin
histolojik takiplerinden sonra parafin bloklar hazirlanarak mikrotomda 5 pm
kalinliginda seri kesitler alindi. Daha sonra histolojik kesitler, hematoksilen-eozin
(HE) ile boyandi ve 151k mikroskobunda incelendi. Lezyonlar Olympus BX43 151k
miktoskobu ile incelenerek, Olympus DP72 goriintiileme cihazi ile fotograflandi.

Saptanan lezyonlar histopatolojik olarak simiflandirildi. Bu smiflandirma
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deneyimli ve birbirinden bagimsiz iki patoloji uzmani tarafindan yapildi ve

gruplardaki histopatolojik lezyonlarin sayis1 belirlendi.

4.2.3.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Histolojik ¢alisma i¢in her gruptan alinan meme dokular1 formol
soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 7)
gecirilerek dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara

gomiildii.

Tablo 7. Histolojik Takip Serileri

Islem Sirasi Islem Siire

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1,5 saat

3 % 96 Alkol | 30 dakika
4 % 96 Alkol Il 30 dakika
5 % 100 Alkol 1 30 dakika
6 % 100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika

8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol 11 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak 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 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase
InSitu Apoptosis Detection Kit (Chemicon, Cat No: S7101, USA) kullanilarak
apoptoza giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
gegirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. % 0.05°lik proteinaz K ile
10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin
% 3 hidrojen peroksit ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan
sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’de nemli ortamda
caligma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme ) ile 60 dakika
inkiibe edildi. Stop/WashBuffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-
Digoxigenin-Peroksidaz ile 30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidin (DAB)
substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi
yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye
boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler
apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiylitmede rastgele segilen
alanlarda, normal ve apoptotik en az 1000 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin,
toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i
hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Boyama metodu asagidaki tabloda

ayrintili olarak verilmistir (Tablo 8).
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Tablo 8. TUNEL Boyama Prosediirii.

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile gizilir. e
6  1:500diliisyondakiProtinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaj1 (% 3 Hy0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
1 Calisma soliisyonu (%70 pl ReactionBuffer 60 dakika
+ %30 TdTEnzyme) 37°C’de
12 Stop/WashBuffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 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 kullanilarak lamel ile kapatma. e
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4.2.3.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin Firat Universitesine ait lisans1 olan SPSS version 22
programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma olarak
belirlendi. Gruplar arasi degerlendirme One-way ANOVA ve posthoc Tukey testi

ile yapildi. p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Meme Tiimor Dokusunun Makroskopik ve Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Kanserojen bir ajan olan DMBA ‘nin bir deneysel protokole bagli olarak
sicanlara uygulanmasi sonucu meme dokusunda tiimor olusumu tespit edilmistir.
Meme karsinomunun varligi makroskopik ve histolojik degerlendirme ile
dogrulanmustir (Sekil 14, 15). Tiim gruplarda olusan meme karsinomunun goriiniir
boyutlar1 karsilastirildiginda, tlimoériin DMBA grubunda nispeten daha biiytlik
oldugu saptanmistir. RAL+FLX’ inin kombine uygulandigi grupta ise timor
boyutunun neredeyse yari yariya kiiciildiigi gosterilmistir. Bu veriler kombine
ilag tedavisinin DMBA’nin neden oldugu kimyasal karsinogenezin yikici etkisini

azaltabilecegini gdstermektedir.

DMBA DMBA+RAL DMBA+FLX

_ DMBA+RAL+FLX

\

Sekil 14. Meme Karsinomunun Makroskobik Degerlendirilmesi
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5.2.Terapétik Ajanlarin Kilo Artisi ve Biiyiime Oram Uzerine Etkisi

Calisma siiresince tiim sicanlarin kilolar1 haftalik periyodlarda tartilarak

kaydedilmistir. Tiim gruplardaki sicanlarin kilo alimlar1 ¢alisma siiresince normal

bir seyir gosterirken siganlarin baslangi¢ kilolar1 ile deneysel uygulamanin

sonundaki kilolar1 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamistir. Tedavi ajanlarmin uygulandigr gruplarda kilo alimi, sadece

DMBA uygulanmis gruptaki siganlara gore bir artis gosterirken en fazla artis

kombine tedavinin (RAL+FLX) uygulandigi gruptaki hayvanlarda gézlenmistir.

Biiyiime oranlari degerlendirildiginde ise sadece DMBA uygulanmis ratlara

oranla kombine tedavi goren siganlarda istatistiksel olarak anlamli bir artig

saptanmustir (p<0,05)(Tablo 9).

Tablo 9. DMBA ve Tedavi Gruplarindaki Siganlarin Agirlik Degisimleri ve Biiyiime

oranlari

Biiyiime**

Baslangig(g) Final(g) Kilo Alimi(g)

Orani
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 karsilastirildiginda; sonuglar X+SD seklinde verilmistir.

** Biiylime orani = (Son viicut agirligi - Basglangi¢ viicut agirligl) / Toplam uygulama giin sayisi
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Bu durum kombine tedavinin, DMBA ile uyarilmis meme karsinogenezine

kars1 optimum iyilestirici etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.

5.3. Plazma ELISA Parametrelerinin Gruplara Gore Degisimi

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

kanseri olusturulan grup ile tedavi gruplarindaki degisimi Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Terapétik Ajanlarin Olgiilen Plazma Parametreleri Uzerindeki Etkisi

Gruplar CA15-3 VEGF M-CSF MMP-9 TIMP-1
(nIU/mL) (ng/mL) (ng/L) (ng/mL) (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 20,5848,21** 231,74493,30***  446,97+108,34 0,65+0,21**  1,30+0,23**

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

Plazma CA15-3 diizeyleri DMBA grubu ile karsilagtirildiginda tiim tedavi
gruplarinda azalmis olup en etkili azalma kombine tedavi grubunda gézlenmistir,
Plazma CA15-3 diizeyindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustir.
Plazma VEGF diizeyleri ise, tim tedavi gruplarinda DMBA grubuna gore
istatiksel agidan anlamli bir azalma gostermistir (p<0,05). Plazma M-CSF
diizeyleri agisindan tedavi gruplarinda anlamli olmayan bir azalma saptanmistir.
Tedavi ajan1 olarak RAL+ FLX kombinasyonu uygulanan grupta DMBA grubuna

oranla plazma MMP-9 diizeylerinin istatistiksel olarak 6nemli Glgiide azaldigi
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saptanmistir  (p<0,05). Plazma TIMP-1 diizeyleri ise DMBA grubu ile
karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda anlamli olarak azalmistir (p<0,05). En

etkili azalma tedavi ajani olarak kullanilan FLX grubunda gézlenmistir (p<0,005)

(Tablo 10).

5.4. Doku ELISA Parametrelerinin Gruplara Gore Degisimi

Doku CA 15-3, VEGF, M-CSF ve MMP-9 diizeyleri DMBA uygulanmis
grup ile karsilagtirlldiginda DMBA+RAL, DMBA+FLX ve DMBA+RAL+FLX
gruplarinda azaldigi goriilmiistiir. Tim tedavi gruplarinda CA 15-3 ve M-SCF
diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunurken RAL+FLX grubu
disindaki gruplarin VEGF diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmemistir (p>0,05).

Tablo 11. Terapétik Ajanlarm Olgiilen Doku Parametreleri Uzerindeki Etkisi

CA15-3 VEGF M-CSF MMP-9 TIMP-1
Gruplar . . . . .
(1U/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 231,84456,26**  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*  18,3242,76***

* DMBA grubuyla kiyaslandiginda; p<0,05 ;** DMBA grubuyla kiyaslandiginda; p<0,005
***DMBA grubuyla kiyaslandiginda; p=0,001

Bununla birlikte, MMP-9 diizeylerindeki en etkili azalma RAL ile tedavi
edilen grupta gorilmistir. TIMP-1 diizeyleri ise kombine grupta istatistiksel

olarak anlamli bir artis gostermistir (p=0,001) (Tablo 11). Elde edilen bulgular
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1s1¢inda en 6nemli TIMP-1 diizeyindeki degisikliklerin gézlemlendigi grubun

DMBA+RAL+FLX grubu oldugu diistiniilmektedir.

5.5. Doku GSH, MDA Diizeyleri ile Antioksidan Enzim Aktivitelerinin

Gruplara Bagh Olarak Degisimi

Doku MDA diizeyleri incelendiginde, DMBA grubuna gore tiim tedavi
gruplarinda bir azalma gozlenmistir, ancak bu azalma sadece DMBA+FLX
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). DMBA grubu ile
karsilastirildiginda meme dokusu SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri
DMBA+RAL ve DMBA+RALAFLX gruplarinda artmistir. GSH-Px ve CAT
aktivitelerinde goriilen artislar DMBA+RAL+FLX grubunda istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (sirasiyla p<0,001 ve p<0,05). DMBA+RAL ve
DMBA+RALA+FLX gruplarinin doku GSH diizeyleri DMBA grubuna gore

anlaml1 bir artis gostermistir (p<0,05)( Tablo 12).

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

Degisimi
Group MDA CAT GSH-P, SOD GSH
(nmol/g protein)  (k/g protein)  (U/g protein)  (U/g protein) (umol/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 30,07+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 30,89+7,01**

*p<0,001 DMBA grubu ile karsilastirma; **p<0,05 DMBA grubu ile karsilagtirma

5.6. Meme Dokusunun Gruplarda Histopatolojik Degerlendirmesi
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Isik mikroskobu altinda apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan
TUNEL boyama incelenmesi sonucunda; DMBA grubu ile karsilastirildiginda
(Sekil 2A), TUNEL pozitifligi DMBA+RAL (Sekil 2B), DMBA+FLX (Sekil 2C)
ve DMBA+RAL + FLX (Sekil 2D) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artts gostermistir (p<0,05). Kombine tedavi (DMBA+RAL+FLX) grubu tek
bagma tedavi edilen gruplarla karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde artmistir (Sekil 15). Tiim gruplara ait apoptotik

indeks (%) degerleri Tablo 13'de 6zetlenmistir.

Sekil 15. DMBA (A), RAL (B), FLX (C) ve RAL + FLX (D) gruplarinda TUNEL
boyama ile apoptotik hiicrelerin goriiniisii.

Table 13. Apoptotik indeks Degerleri

Gruplar Apoptotik Indeks (%)
DMBA 1,57+0,78
DMBA+RAL 5,14+2,26°
DMBA+FLX 6,16+1,60%
DMBA+RAL+FLX 15,85+1,67°

*DMBA grubuyla kiyaslandiginda (p<0,05).
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6. TARTISMA

Meme kanseri kadilarda en sik rastlanan malignitelerden biri olup,
diinyada en fazla goriilen ikinci kanser tirtidir (120). Sitokimyasal karsinojen
olan DMBA, deneysel siganlarda meme karsinomunu indiiklemek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir maddedir. DMBA, karsinogenezden sorumlu genlerdeki
mutasyonlar1 baglatarak veya tesvik ederek etkisini gosterir (121). Calismamizda,
meme Kanserini indiiklemek i¢in kimyasal bir ajan olarak DMBA kullanilmistir.
DMBA etkisi ile olusturulan deneysel meme kanser modelinde tedavi edici ajanlar
olarak Raloksifen ve Fluoksetinin tek basina veya kombine kullanilmasi ile meme
kanseri lizerindeki koruyucu ve tedavi edici etkileri arastirilmistir.

Caligmamizda meme dokusu CA 15-3 diizeyleri DMBA grubu ile her iki
tedavi ajaninin ayr1 ayr1 ve beraber olarak uygulandigi gruplar arasinda
karsilastirildiginda uygulanan ajanlarin varliginda diizeyinin azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir. Ayrica bu bulgularin
plazma CA 15-3 diizeyleri ile anlaml bir iliski gosterdigi bulunmustur. Bu durum
Fluoksetin ve Raloksifen’in kanserli meme dokusunun biiyimesini engelledigini
gostermektedir. Literatiirde bu tedavi ajanlart ile ilgili CA 15-3 diizeylerini
arastiran ¢aligmalarin smirl oldugu goriilmiis olup kanser hiicrelerindeki yliksek
CA 15-3 diizeyleri ile meme dokusu arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir.
Nitekim Liu ve ark. (122) ile Aksu ve ark.’nin (123) yaptiklari galismalarda erken
evre meme kanseri hastalarinda plazma ve serum CA 15-3 diizeylerinin arttig
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da yukarida belirtilen ¢alismalarin
bulgular ile paralellik gostermistir. Ancak, Agrawal ve ark.’nin (124) yapmis

olduklar1 ¢alismada CA 15-3 diizeylerindeki artisin invaziv duktal karsinomlu



hastalarda anlamli bir korrelasyon gostermedigi belirtilmis olsada, yapilan
caligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda CA 15-3’iin kanserli hiicrelerin metastazinda
rol oynadig1 gosterilmistir. Boylece kullandigimiz tedavi ajanlar ile CA 15-3’1
azaltigimiz  taktirde kanserli  hiicrenin  gelisimini  Onleyebilecegimizi
sOyleyebiliriz.

VEGEF, trombosit tiirevli biiyiime faktorii gen ailesinin bir {iyesidir, fizyolojik
ve patolojik anjiogenez, lenfanjiogenez ve vaskiilogenezde farkli etkileri olan 3
tirozin kinaz reseptorii ve 5 biiylime faktorii igerir (125). Calismamizda DMBA ile
meme kanseri olusturulan siganlarda RAL ve FLX tedavisi, bu parametrenin doku
diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli
degildir. Bununla birlikte, RAL+FLX kombine tedavisinin DMBA ile indiiklenen
sicanlara uygulanmasi ile VEGF doku diizeyleri istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmistir (p<0,05). Plazma VEGF diizeyleri incelendiginde ise tedavi
ajanlarmin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanildiklar1 tiim tedavi gruplarinda istatiksel
olarak anlaml bir azalis gozlenmistir. Simdiye kadar yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar, bu sitokinin agir1 ekspresyonunun kanser biiylimesine ve metastaza yol
actigini, VEGF'in inhibe edilmesinin ise tiimor gelisiminin baskilanmasiyla
sonuglandigin1 ortaya koymustur (126,127). Shivakumar ve ark.’nin yaptigi
calismada meme kanserli hastalarda serum VEGF diizeylerinin arttignr ve
malignite artttkga VEGF diizeylerinin daha da yiikseldigi gosterilmistir. (128).
Yine meme ve jinekolojik neoplazilere sahip hastalarin plazmalarinda 6nemli
Olciide artmig VEGF diizeyleri bulunmustur (126). Artmis VEGF diizeyi, VEGF
’in yeni kan damar iiretimine ve timor gelisimine neden oldugu savini destekler

niteliktedir. Bizim ¢alismamizda DMBA ile uyarilmis siganlara terapotik ajanlarin
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verilmesinden sonra VEGF diizeylerinde goriilen azalmalar, TUNEL bulgular ile
uyum icerisinde olup 6zellikle RAL ve FLX‘in kombine kullanilmasi kanserli
hiicrelerdeki artmis anjiogenezi inhibe ederek bu hiicrelerin besin alinimini etkin
bir sekilde engelledigini ve bdylece apoptozu uyararak tiimor hiicrelerinin
biliylimesini yavaslattigin1 diisiindiirmektedir. Bu nedenle VEGF inhibisyonu,
meme kanserine karsi bir tedavi hedefi olarak goriilebilir.

Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktér (M-CSF), hematopoetik hiicrelerin
biliylimesini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini1 diizenleyen ana biiyiime faktoriidiir
(129). Monositlerin ve makrofajlarin tiimére ciddi sekilde infiltrasyonu, timor
bliylimesi ve ilerlemesi igin gerekli olan besinleri kalici olarak saglayan
anjiyogenezi kolaylagtirdigi bilinmektedir (130). M-CSF'nin dolasim diizeyi,
hastalarin prognozunu tahmin etmek i¢in siklikla kullanilir (131). Over kanserli
hastalarin assitlerinde ve serumlarinda artmis M-CSF ve M-CSF reseptorii
diizeyleri kotii prognozla iligkilendirilmistir (131). Kacinski ve ark.’nin yaptigi
bir ¢alismada ise, meme kanserli hastalarda M-CSF diizeylerinin arttigi, en yiiksek
M-CSF konsantrasyonlarinin ileri evre meme kanseri tiirlerinde oldugu
gosterilmistir  (132). Calismamizda; doku M-CSF diizeylerinin DMBA
uygulamasi ile anlamli olarak arttig1, tedavi gruplarinin tiimiinde DMBA grubuna
gore doku M-CSF diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalarin oldugu
tespit edilmistir. En 6nemli azalmalarin iki tedavi ajaninin birlikte uygulandig
grupta oldugu gézlenmistir. Yine DMBA grubuna oranla tiim tedavi gruplarindaki
plazma M-CSF diizeylerindeki azalmalar ise istatistiksel olarak anlamsiz iken, bu
diisiislerin dokudaki bulgularla paralel olmas1 tedavi ajanlarinin doku diizeyindeki

sitokinleri daha etkin bir sekilde bastirdigini ve plazmaya bu durumun yansimasi
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icin belirli bir siirecin gegmesi gerektigini diisiindiirmektedir. DMBA ile artmis
M-CSF diizeyleri meme kanserli hiicre olusumlarini tetiklerken, tedavi ajanlariin
kombine uygulanmalar1 anjiogenezi artiric1 6zellikli M-CSF’nin etkisini bastirmis
gibi yorumlanabilir. Calismamizin TUNEL bulgulan ile doku/plazma M-CSF
diizeylerinin uyumlu oldugu, kombine tedavi ajanlarinin kullanimi ile M-
CSF’nin inhibe edilmesinin kanserli hiicreleri apoptoza gotiirdiikleri seklinde de
yorumlanabilir. Ancak, bu diisiincelerin daha somut bulgulara doniisebilmesi i¢in
daha ileri yolak c¢aligmalari ile desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
MMP'nin bazi1 iiyeleri meme kanseri olan hastalarda tani, prognoz,
kanserin erken saptanmasi, risk degerlendirmesi, tiimdr niiksii, metastatik yayilim
ve tedaviye yanit ig¢in kullanilmaktadir (133). Meme kanseri, epitel kaynakl,
giicli invazyon ve metastaz yetenegi olan bir malign tiimordiir. Bazal
membrandaki matriks degradasyonu, cesitli alt tiplerde MMP aktivitesi ve TIMP
diizeyleri ile yakindan iligkilidir (134). MMP-9, tip IV kollajen, fibronektini
degrade etmek ve hiicre adezyon giiclinii etkilemek i¢in enzimojen formda
hiicrelerden salgilanir, boylece tiimor hiicre biiylimesi, infiltrasyon ve metastaza
neden olur (135) MMP'lerin doku inhibitérii olarak gorev yapan TIMP'lar, MMP-
9 aktivitesi lizerine spesifik inhibe edici fonksiyonlar gosterebilmesi i¢in doku
kompleksi olusturmak tizere MMP-9 enzimogen formunun katalitik alt birimine
veya doku kompleksini olusturmak ic¢in aktive edilmis enzimlere spesifik olarak
baglanirlar (136,137). TIMP-1'in meme kanseri de dahil olmak iizere birgok insan
kanserinde siklikla asir1 eksprese edildigi ortaya koyulmustur (138). Baska bir
calismada da TIMP-1'in siklik D1 diizeylerini azaltarak MCF-10A normal meme

epitel hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir. TIMP-1’in

62



antiproliferatif etkinliginde birgok farkli sinyal yolaginin ve reseptoriin gorev
aldig1 bilinse de (139), meme kanseri alt tiplerinde TIMP-1'in bu roliiniin altinda
yatan mekanizmalar belirsizligini korumaktadir.

Calismamizda, DMBA ile indiiklenmis meme kanserli siganlarda artan
doku MMP-9 diizeylerinin RAL ve kombine tedavi ajanlarinin uygulanmasi ile
istatiksel olarak azaldigi gozlemlenmistir. Plazma MMP-9 diizeyleri ise sadece
kombine tedavi ajan1 kullanilan grupta istatistiksel olarak anlamli gsekilde
azalmigtir. Calismamizda DMBA grubuna gore tiim tedavi gruplarinda doku
TIMP-1 diizeyleri artmis, TIMP-1 plazma diizeyleri ise azalmis olarak tespit
edilmistir. Bu durum;

1-TIMP-1’in lokalizasyonundan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii, TIMP-1’in
plazmaya gecebilmesi icin belirli bir siire¢ gerekmektedir. Bu yiizden doku
kaynakli artmis TIMP-1 diizeylerinin plazma degerlerine yansimadigin
diisiinmekteyiz.

2- Calismamizda artmis doku TIMP-1 diizeylerinin MMP-9 diizeylerini
azaltmak i¢in artmis olabilecegini diisiiniiyoruz ki bu da onarim siirecinin
homeostazisinin bir gostergesi olabilir.

Rashad ve ark.nin (140) calismasinda, sadece meme kanseri olan
hastalarda plazma MMP-9 diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. Yuan J. ve ark.’nin yapti§i ¢alismada meme kanserli hastalarda
kemoterapi sonrasi tiim hastalarin serum MMP-9 diizeylerinde diisiis gozlenirken,
TIMP-1 seviyelerinde artis tespit edilmistir (135). Elde edilen bu sonuglar
calismamizla paralellik gostermektedir. Ozellikle tedavi ajanlarin1 kombine olarak

kullandigimiz grupta azalan doku/plazma MMP-9 ve artan doku TIMP-1
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diizeylerinin kimyasal karsinojen olan DMBA'nin tiimérogenez etkisini inhibe
ettigi ve meme kanseri hiicrelerinin hiicre dis1 go¢ ve invazyonunu Onledigi
seklinde yorumlanabilir.

MDA, lipid peroksidasyonunun ikincil bir iiriinii olarak bilinir ve bir¢ok
zincir reaksiyonundan kaynaklanan doku hasarinin bir belirteci olarak kullanilir
(141). Bobrek ve diger dokularda artmis MDA diizeylerinin fonksiyonel
bozulmaya neden oldugu wuzun siiredir bilinmektedir; Bu nedenle,
komplikasyonlara yol agan hayati dokunun bozulmasi, dolayli olarak artan
oksidatif strese bagli olabilir (142). Doku MDA diizeylerinin degerlendirildigi
caligmamizda, tedavi gruplarimizin tiimiinde DMBA grubuna giére doku MDA
diizeylerinin diistiigii tespit edilmistir. Ancak en anlamh diistisler DMBA+RAL ve
DMBA+RAL+FLX gruplarinda goézlenmistir. Literatlir ile bu calismadan elde
edilen bulgular kiyaslandiginda Ozden ve ark. (143) tarafindan yapilan ¢alisma
bulgulart ile zit yonlii oldugu ancak bazi calismalarin (144,145) bulgular ile
paralellik  gosterdigi  gorilmektedir.  Calismamizda, DMBA+RAL ve
DMBA+RALAFLX gruplarinda anlamli azalan MDA diizeylerinin DMBA ile
indiiklenmis meme karsinogenez silirecinde meydana gelen oksidatif stres sonucu
artan  lipid  peroksidasyonunun  Raloksifen tarafindan  baskilandigimn
diistindiirmektedir. Tek basina tedavi ajan1 olarak Raloksifen uygulanan gruba
gore, Raloksifen ve Fluoksetinin beraber kullanildigi grupta MDA degerlerinin
daha fazla diismesi, bu iki ajanin meme kanserli si¢anlar iizerinde kombine
kullanilmasi ile lipid peroksidasyonunu baskilamada sinerjistik etki gosterdikleri
sOylenebilir (Tablo 12).

Yaptigimiz calismada, DMBA grubu ile karsilastirnldiginda tiim tedavi
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gruplarinin meme dokusu SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde artiglar
izlenmistir. GSH-Px ve CAT aktivitelerindeki istatistiksel olarak anlamli artislar
sadece DMBA+RAL+FLX tedavi grubunda saptanmigsken, doku SOD
aktivitelerindeki artislarin tiim tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
olmadigi goriilmiistiir (Tablo 12). Asir1 biiyliyen ve ¢ogalan kanser hiicrelerindeki
yetersiz  oksijenasyondan dolayt SOD enzim aktivitesinin  azaldigini
diistinmekteyiz. Cilinkii tiim tedavi gruplarindaki SOD aktivitelerindeki artiglarin
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu da SOD aktivitesinin siiperoksit anyonlarinin
detoksifiye etme mekanizmasinda ortamdaki oksijen miktarindaki diisiisle paralel
olarak yetersiz kalabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica iki ajanin kombine
kullanildig1 tedavi grubunda CAT ve GSH-Px’in oksijen yetersizligine ve lipid
peroksidasyonuna bagli olarak meydana gelen hidroksil radikalleri ve
hidroperoksitleri detoksifiye ederek antioksidan 6zelliklerini gerceklestirdiklerini
diistinmekteyiz. Ayrica calismamizda DMBA gruplarina goére doku GSH
diizeyleri tiim tedavi gruplarinda artmis olup istatistiksel olarak anlamli artiglar
DMBA+RAL (p=0,026) ve DMBA+RAL+FLX (p=0,009) gruplarinda
izlenmistir. Bu tedavi ajanlarinin kombine olarak kullanilan grup ile tek basina
Raloksifen kullanilan gruba kiyasla daha anlamli bir sekilde artmasi, bu iki ajanin
beraber kullanimi ile nonenzimatik antioksidan yolak iizerine sinerjistik etki
gostererek  enzimatik antioksidan sistemle birlikte antikanserojenik  etki
gosterdigini  sOyleyebiliriz. Literatiirde kanser {izerine Fluoksetin’in ve
Raloksifen’in ayr1 ayr1 ve kombine seklinde kullanilmalarinin antioksidan
etkilerini arastiran ¢alismalar kisitli olup Kabel ve ark. (146) tarafindan yapilan

meme kanseri ¢alismasinin bulgular ile bizim c¢alismamizin bulgular birlikte
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degerlendirildiginde; arastiricilar bu iki teropatik ajanin uygulanmasi ile DMBA
grubuna oranla doku CAT ve GSH-Px aktivitelerinin sonuglar1 bizim
calismamizla Ortiismekte iken SOD aktivitesinde iki ¢calismada da artmis olmasina
ragmen bizim c¢alismamizda istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir.
Calismamizin sonuglarina gore tedavi ajami olarak uygulanan Fluoksetin ve
Raloksifen’in kombine kullanimlarinin DMBA ile olusturulmus meme kanseri
tizerindeki terapotik etkilerini; enzimatik/nonenzimatik antioksidan sistemi

kullanarak ortaya ¢ikardigi seklinde diisiintilebilir.
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eczacilik egitimimi 2011 yilinda tamamlayarak ayni fakiilteden mezun oldum.
Vatani gorevimi, 2012 yilinda Sirnak 23.cii Jandarma Sinir Tiimen Komutanligi
Askeri Hastanesinde tamamladim. Halen FElazig’da serbest eczaci olarak gorev

yapmaktayim. Evli ve 2 ¢ocuk babasi olup iyi derecede ingilizce bilmekteyim.
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