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1. OZET

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kadinlarda en yaygin goriilen kanser
tirii olan meme kanseri hala en Onemli saglik problemlerinden biridir. Bu
calismada, DMBA ile olusturulan sigan meme kanser modelinde nar ekstresi ve
tangeretin’in tek baslarina ya da birlikte uygulanmalarinin koruyucu etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 8-10 haftalik, toplam 68 adet disi sigan, randomize olarak 8
gruba ayrildi. Ilk 4 grup kanser ve tedavi gruplarmin kontrolleri olarak tasarlandi
ve sirasi ile Kontrol, Pomegranat (P), Tangeretin (T) ve Pomegranat+Tangeretin
(P+T) gruplarindan olusturuldu. Diger 4 grup ise kanser ve tedavi gruplari olarak
tasarlandi ve swrasiyla  DMBA (D) ve DMBA+Pomegranat (D+P),
DMBA+Tangeretin (D+T), DMBA+Pomegranat+Tangeretin (D+P+T)
gruplarindan olusturuldu. 23 hafta siiren uygulamalar sonunda sakrifiye edilen
sicanlardan elde edilen plazma numunelerinden tiimér belirtegleri ve anjiyogenez
parametreleri  ¢alisildi. Meme doku numunelerinde ise histopatolojik,
immunohistokimyasal ve TUNEL analizleri, oksidan-antioksidan diizey
Olglimleri, apopitozise ve hiicre siklusuna etki eden spesifik proteinlerin
ekspresyonlar gergeklestirildi.

Histopatolojik olarak DMBA grubunda % 71,42 oraninda timdr tutulum
insidansi izlenirken tedavi gruplarinda bu oranin diistiigii tespit edildi. DMBA
grubunda, kontrollere gore plazma CA15-3, CEA, VEGF, MMP-9 ve NF-«B
diizeylerinde anlamli artiglar gozlenirken, tedavi gruplarinda ise MMP-9 hari¢ bu
parametrelerde anlamli azalmalar saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla DMBA

grubunda doku MDA diizeyleri anlamli artarken, SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri



ve GSH diizeyleri anlamli olarak azalmistir. DMBA grubu ile tedavi gruplar
karsilastirildiginda ise doku MDA diizeyleri sadece D+P+T grubunda anlamh
azalirken, antioksidan parametrelerden de sadece GSH diizeyleri tiim tedavi
gruplarinda anlamli olarak artmustir. Apopitotik belirteglerden p53 ve Bax
ekspresyonlar1 kontrole gore DMBA grubunda anlamli azalirken Bcl-2, B-katenin
ve Siklin D1 ekspresyonlarinin ise anlamli olarak arttigi gézlenmistir. DMBA
grubuna gore p53 ve Bax ekspresyonlarinin hem D+P hem de D+P+T gruplarinda
anlamli arttigi gézlemlenirken bu bulgular TUNEL ve immunohistokimyasal
bulgular ile desteklenmistir. Siklin D1 ekspresyonlarinin ise sadece D+T
grubunda anlamli olarak diistiigii tespit edilmis, TUNEL ve immunohistokimyasal
bulgular ile desteklenmistir. Immunohistokimyasal ER-o ve Ki-67 immun
reaktiviteleri DMBA grubunda kontrole gore anlamli olarak artarken, tedavi
gruplariin tiimiinde ise anlamli azalmalar saptanmistir.

Calisma  sonuglarimiz, Nar ekstresi ve Tangeretin’in  kombine
uygulanmasinin meme kanseri gelisimini engellemede daha faydali olabilecegini
gostermistir.

Anahtar kelimeler: DMBA, Nar Ekstresi, Tangeretin, Meme Kanseri,

Kemopreventif



2. ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTIVENNES OF POMEGRANATE AND

TANGERETIN ON RAT BREAST CANCER MODEL

Breast cancer, which is the most common type of cancer in women in
Turkey as well as in the world, is still one of the most important health problems.
In this study, it was aimed to investigate the protective effects of pomegranate
extract and tangeretin, both alone and in combination, on a DMBA-induced rat
breast cancer model.

In this study, a total of 68 female rats aged 8-10 weeks were randomly
divided into 8 groups. The first 4 groups were designed as the controls of cancer
and treatment groups and were composed of the Control, Pomegranate (P),
Tangeretin (T) and Pomegranate+Tangeretin (P+T) groups, respectively. The
other 4 groups were designed as cancer and treatment groups and were composed
of the DMBA (D) and DMBA+Pomegranate (D+P), DMBA+Tangeretin (D+T),
DMBA-+Pomegranate+Tangeretin (D+P+T) groups, respectively. Tumor markers
and angiogenesis parameters were studied from plasma samples obtained from the
rats sacrificed at the end of the 23-week treatment. In breast tissue samples,
histopathological, immunohistochemical and Tunnel analyses, oxidant-antioxidant
level measurements, and the expressions of specific proteins acting on apoptosis
and cell cycle were performed.

Histopathologically, while there was a 71.42 % incidence of tumor
involvement in the DMBA group, it was determined that this ratio decreased in

the treatment groups. While significant increases were observed in plasma CA15-



3, CEA, VEGF, MMP-9 and NF-«kB levels in the DMBA group compared to
controls, significant decreases were found in these parameters except for MMP-9
in the treatment groups. While tissue MDA levels significantly increased in the
DMBA group compared to the control group, SOD, CAT, GSH-Px activities and
GSH levels significantly decreased. When the DMBA group and the treatment
groups were compared, MDA levels significantly decreased only in the D+P+T
while only the GSH levels of antioxidant parameters significantly increased in all
treatment groups. While p53 and Bax expressions of apoptotic markers
significantly decreased in the DMBA group compared to the control group, it was
observed that Bcl-2 B-Catenin and cyclin D1 expressions significantly increased.
It was observed that p53 and Bax expressions significantly increased in both D+P
and D+P+T groups compared to the DMBA group, and these findings were
supported by Tunnel and immunohistochemical findings. Cyclin D1 expressions
were determined to significantly decrease only in the D+T group, which was
supported by Tunnel and immunohistochemical findings. Immunohistochemical
ER-a and Ki-67 immunoreactivities significantly increased in the DMBA group
compared to the control group, but significant decreases were determined in all of
the treatment groups.

Our study results have shown that the combined administration of
Pomegranate extract and Tangeretin may be more beneficial in preventing breast
cancer development.

Keywords: DMBA, Pomegranate Extract, Tangeretin, Breast Cancer,

Chemopreventive



3. GIRIS

Kanser viicudun farkli organlarinda hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi sonucu
olusan, klinik goriiniimii, tedavisi ve yaklasimi birbirinden farkli olan bir hastalik
grubu olarak tanimlanmaktadir (1). Kanser hiicreleri ¢ogalarak tiimorleri
olustururlar ve orijin aldiklar1 dokulara gore; akciger kanseri, karaciger kanseri,
kolon kanseri, mide kanseri, ovaryum ve uterus kanseri, tiroid kanseri, kan
kanseri, cilt kanseri, pankreas kanseri, beyin kanseri, prostat kanseri ve meme
kanseri vb. olarak adlandirilirlar (2).

Meme kanseri hakkinda c¢ok cesitli tanimlamalar yapilmakla birlikte
insanlik tarihinin bilinen en eski habis tiimérleri arasinda yer almaktadir. M.O
3000’11 yillarda Misir’da yazilmis olan kansere ait ilk yazili kanit olarak gosterilen
Edwin Smith Papiriisii’'nde meme kanserinden ‘‘tedavisi yok’’ diye bahsedilmis
olmasi, meme kanserinin varligini ve énemini gozler oniine sermistir (3). Bugiin
gelinen noktada ise meme kanseri kadinlarda goriilen en yaygin kanser tiirii olup,
tiim kadin kanserlerinin yaklasik % 23’iinli olusturmaktadir. Tiim kanser tiirleri
igcerisinde meme kanserinden oliimler 5. sirada bulunurken, kadinlarda ise bazi
tilkelerde (6zellikle gelismemis ya da az gelismis) 1. sirada bulunmaktadir (4). Bu
nedenle meme kanseri, tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en Onemli
toplumsal saglik problemlerinden biri olarak goriilmektedir (1).

Meme kanseri, apopitoz ve hiicre proliferasyonu arasindaki bir dengesizlik
sonucu gelisir. Hiicre siklusunun sorunsuz olarak g¢alismasi; hiicre biiyliimesi ve
hiicre proliferasyonu ile siki iligkilidir (5). Meme kanserlerinin tani ve tedavisi

bireyler arasindaki farkliliklar ve hastaligin prognozuna bagh olarak degiskenlik



gostermesi nedeni ile giictiir. Ozellikle, nonsteroidal anti-dstrojen tedavide
kullanilan tamoksifen’in, meme kanserli hastalarin ancak fgte birinde etkili
oldugu agiklanmustir (6).

Son zamanlarda meme kanseri ile miicadelede klasik kemoterapétik ilaglara
kars1 gelisen dirence bagh olarak ilaglarin yetersiz etkinligi ve bu ilaglarin uzun
stire kullanimlarindan dogan yan etkiler goz Oniine alindiginda meme kanseri
tedavisi ve Onlenmesinde daha etkili ve daha az toksik olan yeni ilaglarin
gelistirilmesinin 6énemi vurgulanmistir (7, 8). Gliniimiizde; kanser hiicrelerini yok
etmek i¢in hedefe yonelik arastirmalar énem kazanmistir. Ozellikle antioksidan
aktivitenin artirilmasi/oksidatif stresin baskilanmasi, reseptor blokaji, Faz-1 ve
Faz-II enzim blokajlari, apopitozun indiiklenmesi, hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu, anjiyogenetik yolaklarin baskilanmasi, hiicre siklus arrestinin
indiiklenmesi, onkogen ekspresyonunun inhibisyonu, hiicre adezyonu ve
invazyonunun inhibisyonu gibi ¢esitli spesifik yolaklar temel alinarak, ozellikle
dogal iirlin ya da bitkiler1 iceren terapotik etkili ajanlar iizerine yapilan ¢aligmalar
yogunlasmistir. Bu konuda yapilacak olan c¢alismalar, bitkisel preparatlar ile
hastaliklar arasindaki mekanizmalar1 agiklamak ve meme kanserinin tedavisinde
kullanilacak potansiyel kanser ilaglarinin olusumu ic¢in yeni yaklagimlar
saglayacaktir (9).

Gliniimilizde yapilan ilag gelistirme arastirmalarinda 6n plana ¢ikan hiicre
kiltiirii ve molekiiler biyoloji teknikleri sayesinde Pomegranat ve Tangeretin’in
bazi kanser tiirlerinde profilaktik etkilerinin oldugu ve kanser tedavisinde
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda meme kanseri

tedavisinde sinirli sayida in-vivo ¢alisma bulunmasina ragmen her iki fitoterapi



ajaniin karsilastirildigr ve birlikte es zamanl etkilerinin arastirildigi herhangi bir
caligmaya rastlanilamadigindan bu c¢alisma bu konuda yapilan ilk arastirma
olacaktir.

Meme kanseri klasik tedavi yontemlerinin maliyetlerinin yiiksek olmasi,
kemoterapotik ajanlarin kullanilmasi sonucu olusabilen yan etkilerin varligi,
tedavideki etkilerinin yetersiz olmasi nedeniyle ¢alismalar bitkisel ajanlar iizerine
yogunlagmistir. Bu ¢alismada iilkemizde yetismesi, kolay temin ve ekonomik
olmasi1 nedenleri ile Pomegranat ve Tangeretin gibi flavonoid tiirevi maddelerin
7,12-Dimetilbenz [a] antrasen (DMBA) ile olusturulmus meme kanser modelinde
kemopreventif etkilerinin kiyaslanmasi ve birlikte uygulanmalarinin potansiyel

etki/etkinligi arastirilacaktir.

3.1. Meme

3.1.1. Memenin Embriyolojisi

Meme bezlerinin gelisimi ter bezlerinin farklilagsmasi ile meydana
gelmektedir. Fotal yasamin besinci ve altinci haftasinda ektodermal kokenli bir
kabart1 olarak aksilladan inguinal bélgeye dogru bir siit ¢izgisi ‘galaktik bant’
seklinde belirginlesmeye baslamaktadir. Dokuzuncu haftada fotiisiin biiyiimesi ile
bu cizgiler atrofiye ugrayip kaybolurken, geride sadece pektoral bolgedeki meme
kabartis1 kalmaktadir. Bu kabart1 basal hiicre kaynakli meme basi tomurcugunun
olusumu ile sonuglanmaktadir (10).

Gebeligin ilk trimestri sirasinda yassi epitel hiicreler, ylizeyden pektoral
bolgedeki meme basi tomurcuguna dogru go¢ etmekte ve meme duktuslarini ve

lobiiler tomurcuklarin olusmasi i¢in farklilasirken mezenkimal hiicreler ise meme



basi ve arcolanin diiz kas hiicrelerini olusturmak i¢in farklilasma siirecine
girmektedir.

Gestasyonun ikinci ve son trimesterinde epitelyal tomurcuklanmalar
giderek biiytimektedir. Gebeligin son birka¢ haftasinda artik fétal meme bezleri
maternal ve plasental steroidlere karsi duyarlilik kazanarak asiner yapilardaki
epitelyal hiicreler sekretuar aktivitede bulunmaktadirlar.

Dogumda ise hem kiz hem erkek bebeklerde meme dokusunda palpe
edilebilir bir biiylime izlenmektedir. Yasamin birinci ayinda anne ve plasental
kaynakli seks steroidlerinin ve prolaktin hormonunun konsantrasyonlarindaki
azalmaya bagl olarak, sekretuar aktivite sonlanmakta, meme bezlerinin biiyiimesi
gerilemekte ve hatta inaktif hale donlismektedir. Artik puberteye kadar meme de,
progresif alveoler differansiyasyon gozlenmezken, dalli yapilar i¢eren baslica

laktifer6z duktuslar olusmustur (11).

3.1.2. Memenin Anatomi ve Histolojisi

Eriskin bir kadinda meme bezleri, gégiis 6n duvarininin iistte 2-3 ve altta
6-7. kostalar1 arasinda iki tarafli simetrik yerlesimli, medialden sternum,
lateralden ise on ve orta aksiller ¢izgi ile simirlandirilmis, yiiksek derece
Ozellesmis apokrin bezler olarak tarif edilmektedir (12). Erigskin bir bayanda,
memenin santral kisminin ¢ap1 ortalama on ya da on iki cm, kalinligi ise bes ya da
yedi cm civart olmakla birlikte, memenin agirhg yaklasik 150-200gr’dir.
Laktasyon doneminde ise bu agirhigin 4 katina kadar c¢iktigi bildirilmektedir.
Memenin sinirlari, ¢api, kalinligi ya da agirligi gibi anatomik 6zellikleri kapsayan

ifadeler kadindan kadina farklilik gosterebilecegi gibi ayni bayanda puberte,



eriskin, gebelik, laktasyon, menapoz, postmenapoz hatta yaslilik donemlerinde de
degisikliklerin olacagi ifade edilmektedir (13).

Meme bezinin 6n kisminda yiizeyel fasya, arkasinda ise derin fasya
bulmaktadir. Meme derisinden baslayarak derin fasyada son bulan ligamentler
“Cooper” ligamentleri olarak adlandirilmaktadir. Bu ligamentler memeyi yerine
tespit etmekle gorevli olduklar1 gibi ayrica kanserin ilk belirtileri ve yayilimini
ortaya koymada onem arz etmektedirler. Memenin santralinde ise meme basi ve
areola bulunur (14). Meme basindan gecen ¢apraz gizgilere gore her bir meme {ist-
dis kadran, alt-dis kadran, lst-i¢ kadran, alt-i¢ kadran ve areola diye cesitli
bolgelere ayrilmaktadir. Memenin iist-dis kadran1 diger kisimlara nazaran daha
fazla bezsel elemanlar: igerisinde barindirmakta olup, selim ve habis meme
tiimdrlerine potansiyel konum olarak goriilmektedir (13). Meme basinin etrafinda
cap1 bir bucuk ile alt1 santimetre arasinda degisen, meme derisinden daha fazla
pigmente sahip koyu renkli kisim ise aerola olarak adlandirilmaktadir. Bu
bolgedeki rengin koyulugu Ostrojen diizeyinin yiiksekligi ile iliskilidir (15).
Ayrica meme dokusu zengin damar ve sinir agima sahiptir. Ozellikle interkostal
venler, vertebral vendz sistem ve azigos veni ile baglantili oldugundan meme
timorlerinin kemik, sinir sistemi ve akcigere ni¢in siklikla metastaz yaptigina dair
ipucu vermektedir (16). Memenin lenfatik drenajinin en fazla yiikiinii aksiller lenf
diigtimleri (%75-98) tasirken az miktarlarda lenf akimi ise internal mammarian
diigimler ve interkostal lenf diiglimlerine bosalmaktadir. Meme kanserinde
metastazlarin genellikle lenfatik yollar araciligi ile oldugu raporlanmistir (14).

Gelismis bir meme dokusunun mikroskobik incelenmesi sonucunda;

asiniisler (alveoller), duktuslar (kanallar) ve stromal destek doku elemanlarindan



(yag ve fibroblast gibi) olustugu gézlenmektedir (10, 15). Meme dokusu, 12-20
adet ana duktus sisteminin dallanmasi ve bunlarin her birinin lobiillere
ayrilmasindan olusmus tiibiilo-alveoler bez yapisini teskil etmektedir. Asiniislerin
liimene bakan taraftaki i¢ kisimlarini, siit salgilayan tek katli, kiiboidal ve
silendirik hiicreler olustururken dis tarafi ise miyoflement igeren kontraktil,
yassilasmis miyoepitel hiicrelerden meydana gelir. En dis kisimda ise bag dokusu,
kan ve lenf damarlari ile ¢evrelenmis bazal membran bulunmaktadir. Miyoepitel
hiicreler, laktasyon esnasinda siitiin bosalmasinda gorevlidir. Memede siit
salgilayan boliim olan asiniisler lobiilleri meydana getirirler. Memenin patolojik
lezyonlarmmin en sik cereyan ettigi bolim olan terminal lobiiler tinit (TDLU)
lobiillerde bulunmaktadir. Lobiillerin 20-40 tanesinin birlesmesiyle ise loblar
olugsmaktadir. Her meme en az 15-20 lob igerir. Memenin duktal yapisindaki
hiyerarsik diizende yukarida anlatildigi gibidir, Her asiniis bir kanala sahiptir.
Bunlar birleserek lobiillerin kanallarini, lobiillerinkiler de loblarin kanallarini
olusturmaktadir. Her lob meme basina laktifer duktuslar (toplayici kanallar) ile
ayri sekilde agilmaktadir ve agilmadan once areola altinda laktifer siniisler denilen
genislemeler gosterir (Sekil 1). Meme basi ¢evresindeki bu areola epitelinde de
kiiciik tiyler, yag ve ter bezleri ile aksesuar meme bezleri bulunurken kil
folikiillerine rastlanmaz. Ayrica areola etrafinda ¢ok sayida siit de salgilayabillen,

sebasedz karekterde Montgomery bezleri yer almaktadir (11).
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Sekil 1. Normal Meme Yapisi (17)

3.1.3. Memenin Fizyolojisi ve Biyokimyasi

Meme gelisiminin bir¢cok hormon ve regiilator faktorlerin etkisi altinda
oldugu bilinmektedir. Bu hormonlar ve faktorlerin baslicalar1 arasinda; Ostrojen,
progesteron, prolaktin, oksitosin, Insan Plasental Laktojen (hPL), tiroid,
Adrenokortikotropik Hormon (ACTH), androjenler, biiyiime hormonu (GH) ve
amfiregulin, Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF), Epidermal Biiyiime Faktori
(EGF), Transforme Edici Biiyiime Faktérii-o. (TGF-a), Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorii (IGF) ve Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) gibi faktorler yer almaktadir.
Bu hormonlarin ve faktorlerin etki mekanizmalari hipotalamus, hipofiz, plesanta
ve overlerin ndrohumoral kontroliinde gergeklesmektedir (10).

Ostrojenler, hedef hiicrelerindeki sitoplazmik ve niikleer yerlesimli

reseptdrlerine baglandiktan sonra kendi etkilerini gdstermektedirler. Ostrojen
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reseptOrlerinin  sentezini, hem Ostrojen hem de progesteron hormonu
uyarabilmektedir. Ostrojen hormonunun meme epiteli {izerine proliferatif etkisinin
oldugu bilinmekte ve 6zellikle memenin duktal epitelizasyonunun gelismesinde
gorev aldigi bildirilirken, yag depolama ve memenin stromal doku gelisiminden
de sorumludur (18).

Progesteron hormonunun kendi basina memeye bir etkisinden soz
edilmezken, meme dokusunda, Ostrojen reseptorlerinin sentezini uyarmakta ve
prolaktin hormonu ile sinerjizm gostermektedir. Progesteron hormonu meme
dokusundaki duktal gelisimden ziyade diger epitel hiicrelerinin differansiyasyonu,
lobul ve asinilerin gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. Ayrica laktasyonu inhibe
etmektedir. Meme dokusundaki progesteron reseptorleri ise dstrojen hormonunun
kontrolii altindadir.

Over kaynakli olmayan prolaktin 6n-hipofizden salgilanan, bir polipeptid
hormondur. Bu hormon meme hiicre yiizeyindeki kendi reseptorlerine baglanarak
etkisini gosterirken ayrica bu reseptorler Ostrojen hormonu araciligl ile
indiiklenmektedir (19). Prolaktin hormonu yoklugunda, Ostrojenin meme
gelisimini baglatamayacag ifade edilirken, hipofizi olmayan disilerde, Ostrojen
replasman tedavisi ile normal meme gelisiminin saglanmis olmasi Ostrojenin
prolaktin bagimli, meme bezi gelisimindeki roliinii tartigmali hale getirmektedir.
Prolaktin, ozellikle laktasyon donemi olmak tiizere, meme dokusu biiyiime ve
gelisiminin her safthasinda 6nemli gorevler {istlenen bir hormondur. Nitekim
progesteron ile birlikte sinerjizm gostererek lobul ve asini hiicrelerinin biiyiime ve
gelisimininde rol almakta ve laktasyonun gergeklesmesini saglayarak, memede siit

sentezi ve sekresyonunu uyarmaktadir (20).
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Oksitosin hormonu hipotalamustan sentez edilerek noérofizin I aksonu ile
hipofizin arka lobuna (norohipofize) tasinmakta ve burada depo edilmektedir.
Oksitosin hormonu gerekli uyarilar gelince kana salinmaktadir. Oksitosin dogum
esnasinda uterus kasilmalarindan sorumludur ve ayrica memedeki alveolleri
cevreleyen miyoepitel hiicrelerde de kasilmaya neden olarak siitiin alveollerden
laktifer duktuslara ejeksiyonunu uyarmaktadir. Yeni doganlarda emme refleksi
sonucunda oksitosin ve prolaktin hormonlarinin salinimi uyarilmaktadir (21, 22).

Plesaental kaynakli hPL hormonu, meme de alveoler biiylimeyi ve
laktogenezi uyarmaktadir. Ayrica normalde hipofiz kaynakli olan TSH ve ACTH
hormonlar1 pubertede memenin duktal bliyiimesinde gorevli iken, gebelikte bir
miktar plasentadan da firetilebilmekte olup Ostrojenle birlikte lobiiloalveolar
bliylimeyi uyardiklar1 bildirilmektedir. Androjenler direk olarak memeyi
etkilemezken, meme epiteli tizerine olusturduklar1 proliferatif etkiler genellikle
Ostrojene doniistiikten sonra izlenmektedir. Biiylime hormonlar1 ya da faktorleri
ise pubertede duktal gelisime yardimci olurken, gebelik ve laktasyonda ise meme
epitel hiicrelerinin dayanikliliklarin1 artirmada ve laktasyonu uyarmada rol
almaktadirlar. Tabiki bu etkilerini Ostrojenin parakrin mediyatorleri olarak
gerceklestirirler (23).

Menstriiel siklus boyunca seks hormonlart diizeyinde olan degisiklikler
memenin morfolojisini etkiler. Menstriiel dongiiniin baslangici ile ovulasyona
kadar olan siireyi (yaklasik 2 hafta) kapsayan folikiiler fazda hipofiz kaynakl
Folikiil Stimulan Hormon (FSH) miktarinin artmast sonucu 0Ostrojen
seviyelerinde de artis izlenmektedir ve bunun akabinde meme de kan akimi ve

interlobiiler alanlardaki 6deme bagli voliim artiglar1 izlenmektedir. Artan Gstrojen
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miktarlar1 FSH {izerine negatif geri bildirim olustururken ayni zamanda
Luteinizan Hormon (LH) seviyesi iizerine ise pozitif etki gostererek pik
seviyelere ulasmasini ve luteal fazin olusmasimi da tetiklemektedir. LH’in pik
seviyeleri folikiiliin yirtilmas1 ve ovulasyonla sonuglanirken overdeki graniiloza
hiicrelerinden de progestron salimimini indiiklemektedir. Sonu¢ olarak meme
duktuslar1 dilate olur ve alveolar hiicreler sekretuar hiicrelere differansiye
olmaktadir (24). Yumurtanin doéllenmemesi halinde menstriiasyon evresi
goriilmektedir. Korpus luteumun parcalanmasi sonucu progesteron ve Ostrojen
seviyelerinin azalmasi ile birlikte meme epitelinin sekretuar aktivitesinde de
diisiisler gdzlenmektedir. Ik kanamadan sonraki besinci ve yedinci giinlerde ise
artik meme hacmi en minimal diizeye ulagmistir. Ayrica dstrojenin sitoplazmadaki
reseptor miktar1 da menstriiel siklusda degisiklik gosterirken gestasyonun son
trimestrinde ve lohusaligin ilk doneminde bu reseptor sayisinin stabil olarak arttig
bildirilmektedir.

Gebelikte ise yiiksek Ostrojen ve progesteron diizeyleri hipotalamustan
prolaktin inhibe edici faktorii (PIH) baskilayarak 8. haftadan itibaren prolaktin
salgilanmasia sebep olurken bir yandan da memedeki prolaktin reseptdrlerini
inhibe etmek sureti ile siit salgilanmasini engelleyici etki olusturmaktadir. Sonug
olarak korpus luteum ve plasenta kaynakli hormonlar memenin tiim
kompartmanlarinda (duktus, lobiil, alveol) belirgin biiylimeye neden olmaktadir.
Gebelik sirasinda memelerde olan bu biiyiime epitel proliferasyonlara, alveollerin
kolostrumla gerilmelerine, miyoepitel hiicrelerin ve stromal dokularinin
hipertrofilerine bagli olarak gelismektedir. Gebeligin 16. haftasindan itibaren

yeterli laktasyonu saglayabilecek kapasiteye ulasmaktadir.
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Plasentanin ayrilmasi (dogum) ile birlikte ani progesteron ve Ostrojen
diizeylerindeki diislisler, prolaktin tizerindeki etkileri ortadan kaldirarak
laktasyonu baslatmakta ve sonrasinda prolaktin ve oksitosin hormonlar1 siit
sentezi ve sekresyonunu diizeylerindeki azalmalar ile devam etmektedir.
Emzirmeyen annelerde bu diisiisler emzirenlere gore daha hizli olmaktadir.

Menapozda ise; overlerdeki aktif donem sona ererken Ostrojen ve
progesteron salgilar1 azalmakta ve buna bagli olarak memenin duktal ve glandiiler
yapilarinda progresif involiisyonlar goriilmektedir. Lobiiler iinitelerin sayisinda
diistisler ve kagimilmaz atrofiler gelismekte olup duktal dokular ise yerlerini yag
dokusuna birakmakta ve meme dansitesi azalmaktadir. Yaslanma ile birlikte

morfoloji iyice degismektedir (10, 15, 24).

3.1.4. Sicanlarda Meme Anatomisi ve Histolojisi

Sicanlarda memenin anatomik 6zellikleri insan meme yapist ile farkliliklar
arz etmektedir. Disi siganlarda viicudun her bir yarisinda simetrik olarak bulunan,
6 ¢ift olmak tizere toplamda 12 adet meme bezi bulunmaktadir. Meme uglari
inspeksiyonla goriilebilir ya da disaridan palpe edilebilirler. Sekil 2’de goriildiigi
tizere disi sicandaki meme bezlerinin yaris1 torasik yarist ise inguinal
yerlesimlidir. Laktasyonda meme basi dikkat g¢ekici bir sekilde biiyiimektedir
(25).

Meme bezindeki mikroskobik yapilar ise insan memesine benzer histoloji
icermektedir. Siganlarda bulunan her bir meme loblarla sekillenmis sekretorik
alveoller ve dalli yapiya sahip akitici duktuslardan olusan tubuloalveoler bez

ozelligi gostermektedir.
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> Torastk yerlesimli memeler

 Inguinal yerleginti memeler

Sekil 2. Disi Sigcanlarda Meme Bezlerinin Anatomik Lokasyonu. (26)

Kiibik ya da prizmatik epitel hiicreler sekresyon yapma 6zelliginde iken bunlari
digtan saran miyoepitel hiicreler ise kontraksiyonda goérev yaparlar (27). Erkek
siganlarda ancak meme ucu 1yi gelismemistir. Yaslanan sicanlarda akitici kanal
dilatasyonlar1 ve pigmentasyonlar goriilebilmektedir.

Disi sigcanlarin puberteye eriskinlik, Ostrus siklus, gebelik ve laktasyon
stireleri kadinlardan farkliliklar gosterirken, bu donemlerde memede meydana
gelen morfolojik degisikliklerin ve hormon bagimli fizyolojik olaylarin

mekanizmalar1 ise benzerlik teskil etmektedir (28).
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3.2. Kanser ve Karsinogenez Siireci

Kanser, hiicrelerin kontrolsuz biiyiime ve ¢ogalmasi sonucunda olusan
kronik bir hastalik olarak tanimlanabilir. Bir hiicrenin kanserli hiicreye
doniisebilmesi igin  DNA’simin  hasar gormesi sarttir. DNA  molekiili,
organizmanin hayati fonksiyonlarini diizenleyen genetik bilginin baska nesillere
aktarilmasini saglar. Bu molekiiliin dis ve i¢ etkenler nedeni ile hasarlanmasi
sonucunda; hiicreler ya bu hasar1 tamire ¢alisir ya da apopitoza gider (29).

Kanser hiicreleri 6lmek yerine biiylimeyi ve siirekli anormal hiicreleri
iiretmeyi tercih ettiklerinde farkli stratejiler gelistirirler; biiylime sinyallerine
ihtiyag duymadan kendi proliferasyonlarint uyarmak (otonomi), biiylimeyi
baskilayan hiicre sinyallerine karsi da duyarsiz hale gelme (kontakt inhibisyon
gostermezler), smirsiz replikasyon oOzelligi gosterme (yilksek telomeraz
aktvivitesi) ve apopitozdan kurtulma, dokulara invazyon ve metastaz yapabilme
Ozelligi kazanabildikleri gibi anjiyogenezi siirekli uyaran ozellikler de
gosterebilirler. Ayrica tiim bu fenotipik kazanimlara ek olarak kanser hiicrelerinde
genetik ve epigenetik degisiklikler gozlenirken, metabolik aktiviteleri de normal
hiicrelerden farkli islemektedir; protein, lipid ve niikleik asit gibi makro
molekdillerin sentezleri artarken glikoliz ve glutaminoliz hari¢ diger yikim
yolaklarmnin ¢ogu inaktiftir. Kanserli hiicrede metabolik yolaklar yeni
biyomolekiil sentezi olugturma ve enerjiyi verimli kullanma adina ¢esitli yolaklara
kayma yoniindedir. Bu duruma verilebilecek en giizel 6rnek ise kanser

hiicrelerinde ‘Wosburg etkisinin’ gézlenmesidir (30-33).
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Ayrica normal ve kanserli hiicreler gibi benign ve malign olan tiimorler
arasinda da farkliliklar s6z konusudur. Malign hiicreler koken aldiklar1 parankimal
hiicrelere morfolojik ve islevsel olarak ¢ok az benzemekte (az differansiye) ya da
hi¢ benzememekteyken (anaplazi-undiffensiye), iyi huylu timorler orjin aldiklar
hiicreye benzerlik gostermektedir (iyi differansiye). Bening tiimorlerin ¢ogu yavas
gelisimli ve fibréz bag doku geperi ile etraftaki saglikli dokularla iyi sinirhdir.
Habis tiimorler ise hem hizli gelisim gosterirken hem de lokal invazyon
yetenegine sahiptir ve c¢evre dokulara infiltre olarak hasar olusturma o6zelligi
gosterirler. Malign tiimorleri beninglerden ayiran en onemli 6zellik ise malign
timorii olusturan hiicrelerin, kendi bulunduklari bdlgeden hematojen ve lenf
damarlar1 araciligr ile uzak doku ve organlara sekonder olarak tutulum

gostermeleri yani metastaz yapabilme 6zellikleridir (Sekil 3) (34-36).

i"::‘ 0’[’—‘;\
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Sekil 3. Kanserogenez Basamaklar1 (32)
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3.3. Karsinogenez Siirecine Etki Eden Faktorler
3.3.1. Serbest Radikaller ve Etkileyen Faktorler

Dis orbitallinde bir ya da daha fazla eslenmeyen elektron/elektronlar
barindiran atom ya da molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir.
Serbest radikaller, yapilarindaki eslenmemis elektrondan dolayr karsilarindaki
molekiillere siirekli elektron verme ya da okside etmeye meyilli olan reaktif
maddelerdir (37). Serbest radikallerin aerobik hiicrelerde en 6nemli tepkimeleri
arasinda molekiiler oksijen ve reaktif tiirleri (ROS), peroksitler ve gecis
metallerinin eslik ettigi tepkimeler sayilabilir (38).

Oksijen molekiilii (O,) eslesmemis iki elektron barindirdig: i¢in diradikal
olarak adlandirilir ve kendisi radikal oldugu halde ilging olan sudur ki beklenildigi
gibi toksisiteye sahip degildir. Bu da Oj’deki eslenmemis 2 elektronun aym
dénme yoniine sahip olmasi ile agiklanabilir. Molekiiliin oksidasyon potansiyeli
bu sebeple diisiiktiir fakat kesinlikle yok sayilmamalidir. Ciinkii Oksijen farkli
faktorlerin etkisiyle ya da yiiksek konsantrasyonda bulundugu yerlerde toksik olan
ROS adi verilen molekiillere siiperoksit radikali (O2"), hidrojen peroksit (H20,),
hidroksil radikali (‘OH), hipoklordz asit (HOCI), singlet oksijen (*0,) (H,O. ve
singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi i¢in serbest radikal degildir ama
oksijene gore daha reaktiftir) doniisebilir (39). Ayrica reaktif azot tiirleri de
bulunmaktadir.

Serbest radikaller organizmada hem normal metabolizma esnasinda bir yan
irlin olarak endojen kaynakli olusabildikleri gibi ¢evresel kaynakli da olusabilirler

(40, 41).
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Tim bu radikaller organizmada yararli ve zararli bir¢cok etkiler
dogurabildikleri i¢in sahip olduklar1 bu zit etkilerin hassas bir denge halinde
korunmas1 biyolojik sistemler i¢in énemlidir. Ornegin ROS’larin diisiik ya da orta
seviyelerdeki miktarlar1 hiicrelerde enfeksiyoz ajanlara karsi korunmada, sinyal
iletim yolaklarinin modiilasyonunda ve mitojenik uyarilara karst yanitin
baslatilmasinda etkili iken ROS’larin asir1 liretilmesi sonucunda ise hiicrelerde
oksidatif stres ad1 verilen hiicre hasari ile seyreden bir durum ortaya ¢ikmaktadir.
Bu durum kanser dahil, enfeksiyon, kronik tahris veya iltihaplanma gibi bir¢ok
patolojilerle iliskilendirilmektedir (37).

Oksidatif stres sonucu olusan hasardan temel olarak hiicrelerin ve c¢esitli
organellerin  (lizozom, mitokondri, ER vb.) fosfolipid membranlarindaki
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sorumlu tutulmaktadir. ROS’lar,
lizozom membrani iizerine direkt etki ile hiicresel yap1 bozuklugunu artiran
proteolitik enzimlerden olusan igeriklerin hiicresel sitoplazma igine salinmasina
neden olmaktadir (42). Ayrica hiicrede yiliksek konsantrasyon ve g¢esitlilikte
iretilen bu radikallerin eslenmemis elektronlarinin radikallere kattiklari
reaktiviteden otiirii protein, DNA, niikleotid ve lipidler gibi biyolojik yapilara da

zarar verebilmeleri s6z konusudur (43-46).

3.3.1.1. Lipid Peroksidasyonu ile ilgili Parametre

3.3.1.1.1. MDA

Serbest radikaller, hiicre zarinda lokalize kolesterol ve doymamis yag
asitlerin ¢ift baglan ile reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, malondialdehit

(MDA), etan ve pentan gibi peroksidasyon firiinlerinin olusumlarini
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baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan bu siire¢ aslinda
poliansatiire (¢oklu doymamis) yag asitlerinin (PUFA) oksidatif yikimidir.
Otooksidasyonla devam eden ve 2 lipid peroksid radikalinin annihilasyonu ile son
bulan, bu zincirleme reaksiyonlar sonucu olusan hiicre membranindaki hasar geri
doniistimstizdir (47). Lipid peroksidasyonunun baslangi¢ reaksiyonu, olusmus
serbest radikalin membrandaki PUFA’larin iizerindeki metilen gruplarindan (-
CHy>) bir hidrojen atomunu uzaklastirmalari ile ger¢eklesmektedir ve olusan iiriin
bir lipid radikali (L-) 6zelligindedir (48, 49).

LH+R:- — L:+RH

Lipid radikallerindeki molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonundaki
degisikliklerle konjuge dienler olusmakta ve daha dayaniksiz olan lipid
radikalinin O ile etkilesme sonucunda ise lipid peroksil radikali (LOO-) meydana
gelmektedir.

L-+ 0, — LOO-

Lipid peroksil radikalleri, membrandaki hasardan heniiz etkilenmemis
komsu PUFA’lar ile lipid radikalleri olusturmak sureti ile tepkimeye girebilir ya
da kendileri de, aciga ¢ikan hidrojen atomlariyla lipid hidroperoksitlerine (LOOH)
dontisebilirler. Bu sekilde reaksiyonlar kisir dongli halinde kendi kendine
zincirleme olarak devam etmekte oldugundan bu basamak ilerleme evresi olarakta
antlmaktadir (50). Ayrica lipid hidroperoksitleri, lipid peroksidasyonunda olusan

ilk Urtindur.
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LH+LOO:- — L:-+LOOH

Gegis metalleri ile etkilesime girerek LOOH’larin yikilmasi sonucu ¢ogu
aktif olan MDA ve hidroksinonenal gibi aldehitler olusmakta ve bu olusan
aldehitlerin bir kismi hiicrede metabolize olurken bir kismi da hiicre hasarina
neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonun son iirlinii olan MDA {i¢ veya daha
fazla molekiil i¢i ¢ift bag bulunan yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusmaktadir.
Ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu gostermede sik kullanilan bir parametredir.
Hiicrelerin farkli kisimlarina diffiizyon araciligiyla ¢cok kolay girebilmekte ve
ozellikle membranda lipid ve protein yapilar1 arasinda ¢apraz polimerlesmelere
neden olarak, hiicre membran dinamiginde bir takim degisikliklere (iyon
taginmasi, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyini olusturan bilesenlerin kiimelenmesi
gibi) yol agmaktadir. Artan MDA miktarinin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik etkileri vardir (51-53).

Oksidatif hasarin bir sonucu olarak olusan MDA ; mutajenik etkisini, DNA
yapisindaki bazlarla (Ozellikle nitrojenik yapida olan) reaksiyona girerek
gerceklestirmektedir. DNA’ya yakin bolgelerde hidroksil radikalinin tiretilmesi ile
bu radikal DNA’daki bazi bazlarin oksidatif hasarlarina ve kopmalarina sebebiyet
verebilir. Ayrica genetik mutasyonlara neden olabilir ya da transkripsiyon
diizeyinde degisikliklere neden olarak normal siire¢lerin islemesine zarar verebilir.
Tiim bunlarin disinda hidroksil radikalinin DNA ile reaksiyona girmesi sonucu
Kimyasal karsinogenezde de Onemli rol oynar. Cok adimli karsinojenezin
baslangi¢ ve ilerleme basamaklarinda ROS un izlerini gosteren giiclii bulgular yer

almaktadir (50, 54).
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3.3.2. Antioksidanlar ve Etkileyen Faktorler

Hiicrelerin zarar gormesini Onlemek icin organizmadaki ROS
konsantrasyonlarinin siirekli bir denge halinde olmasi1 gerekir. Bu denge
saglanamazsa ROS ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6dnlemek i¢in viicutta
bulunan antioksidan savunma sistemleri devreye girmektedir. Antioksidan sistemi
olusturan enzimler ya da non-enzimatik maddeler farkli etki mekanizmalarin
(toplayici, bastirici, onarict  ve zincir kirici) kullanarak  ROS’larin
detoksifikasyonunda gorev almaktadir (53,55).

Antioksidan sistemi olusturan enzimlere 6rnek olarak; Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferaz
(GST), Glutatyon Rediiktaz (GSH-R), Glukoz 6-P Dehidrogenaz (G6PD),
hidroperoksidaz ve mitokondrial sitokrom oksidazlar verilebilir. Bu enzimlerin
ROS’un nétralizasyonundan primer olarak sorumludur. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise metabolik (endojen) ve besinsel (diyetsel, ekzojen)
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Metabolik antioksidanlara Lipoik Asit,
Glutatyon, L-arjinin, Koenzim Q-10, Melatonin, Urik Asit, Bilirubin, Metal-
Baglayici Proteinler, Transferrin gibi molekiiller 6rnek verilebilir. Viicutta
tretilemeyen ekzojen kaynakli vitamin A, E, C, eser elementler (selenyum,
mangan, cinko), omega-3-6 yag asitleri, flavonoid ve bazi fenolik molekiiller
besinsel antioksidanlara iyi birer 6rnek olabilir. Antioksidanlar sayesinde serbest
radikallerin organizma icin tehdit olusturan zararli etkilerinin 6niine gecilerek,

kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi miimkiin kilinabilir (43).
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3.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar ile ilgili Parametreler
3.3.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1.)

Oksijeni metabolize eden tiim canlilarda endojen olarak tiretilebilen SOD,
organizmanin serbest radikallere karsi ilk bariyer gorevi goren antioksidan bir
metallo enzimdir. Spesifik olarak O, (siiperoksit) radikallerinin dismutasyonunu
katalizleyerek, onu H,O, ve O;’ye doniistiiriir. CAT ve GSH-Px’ ten farkli olarak
SOD enziminin substratin1 agagidaki tepkimeden de anlasilacag: tizere bir serbest
radikal olusturmaktadir (56).

20, +2H" 2225 H,0,+ O,

Ayrica prokaryotlarda demir ve mangan iceren SOD (Fe ve Mn-SOD) ve
bazi streptomices bakterilerde nikel igeren SOD (Ni-SOD, aminoasit dizilimi
diger SOD’lardan farklilik arz eder ve siyanid ile inhibe olmaktadir) enzimi (57)
bulunurken, okaryotlarda aminoasit kompozisyonu, aktif metal bolgesi ve
hiicresel lokalizasyonundaki cesitlilige binayen 3 farkli formda SOD izoenzimi
tanimlanmaktadir; Mn-SOD (homotetramer yapida, aktif bolgesinde mangan
icerir, mitokondride lokalizedir, 88 kDa agirligindadir ve siiperoksit radikalini
uzaklagtiran primer SOD 06zelligi tasimaktadir, siyanid ile inhibe olmaz), bakir ve
¢inko iceren SOD (CuZn-SOD, dimerik yapidadir aktif bolgesinde bakir ve ¢inko
bulunur, sitoplazmada lokalizedir, 32 kDa agirligindadir, siyanidle inhibe edilir),
ekstra-seliiler SOD (EC-SOD, tetramerik yapidadir, bu da aktif bolgesinde bakir
ve c¢inko icermektedir, intertisyel araliklarda, plazma, lenf ve diger viicut
stvilarinda lokalizedir). Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi

fazladir (58-60).
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3.3.2.1.2. Katalaz (CAT) (EC, 1.11.1.6)

Katalaz 240 kDa agirliginda, tetramerik yapida olan, aktif bolgesinde 4 tane
hem grubu ve ferriprotoporfirin halkasina sahip bir hemoprotein antioksidan
enzimdir. Prokaryotik canlilarin ¢ogunda da olan bu enzim Okaryotik
organizmalarda eritrosit, karaciger ve bobrekte yiiksek konsantrasyonlarda iken
beyin, iskelet ve kalp kaslarinda diisiik derisimlerde bulunmaktadir. Ayrica
hiicrede peroksizomlarda yiiksek lokalizasyonlu olup az miktarda sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonlarda da bulunabilir. Katalaz enziminin antioksidan
ozelliklerini yansitan iki 6nemli redoks tepkimesi vardir. Bunlardan ilki ortamdaki
H,0O, konsatrasyonlari ¢ok hizli artiyorsa ya da ortamda yiiksek miktarda elektron
akseptorii yoksa katalaz enzimi bu durumda asagidaki tepkimeyi katalizleyerek
hidrojen peroksiti suya ve O,’ye indirgeyerek ortamdan uzaklastirir (59).

H,0, + H,0, £AT 5 2H,0 + 0,

Katalazin antioksidan diger bir 6nemli 6zelligi ise ortamdaki fenol ve aromatik
alkolleri peroksidasyona ugratarak detoksifikasyon saglamaktadir.

H,0; + RH, 2Ty 2H,0 + R
3.3.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (EC 1.11.1.9)

Hiicre i¢i yerlesimli (sitozol ve mitokondri) olan GSH-Px enzimi, 2 adet
tiyol grubuna sahip glutatyonun rediikte formunu (GSH) glutatyonun disiilfid bagi
igeren okside formuna (GSSG) doniistiiriirken, ortamda bulunan hidroperoksitinde
suya rediikte olmasini saglar ve bdylece ortamdaki H,O,’yi detoksifiye eder. Bu
reaksiyonun gerceklesmesi icin GSSG’nin GSH’a doniismesi ya da basgka bir ifade

ile GSH’1n rejenerasyonunun saglanmasi gerekir. Bu reaksiyonu, bir flavoprotein
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olan glutatyon rediiktaz (GSH-R) enzimi, NADPH’1 kullanarak gergeklestirir
(Sekil 4). Bu noktadan hareketle detoksifikasyon mekanizmasinin devamliligini

stirdiirebilmesi i¢in pentoz fosfat yolunun saglikli islemesi sarttir (57, 61-63).

NADP 4_\/ 2 GSH -\

GSH-R GSH-P,

Pentoz ,/\‘
Fosfat +
Yolu ——> NADPH+H ossH ¥ l

Sekil 4. GSH-Px’in Etki Mekanizmasi ve GSH Dongiisii (51)

GSH-Px, H;02’nin yanmi sira diger organik hidroperoksitlerinde (lipid
hidroperoksitler ve DNA hidroperoksitler gibi) indirgenme tepkimelerini
katalizleyerek (alkollere doniistiiriir) lipid peroksidasyonunun baslangic ve
gelisme sathalarii engellemede gorev almaktadir. GSH-Px enzimi tetramerik bir
yapidadir ve aktif bolgesinde 4 adet selenosistein icermektedir. Bu enzimin 2
izomeri bulunmaktadir, biri selenyum bagimli ¢alisarak hem H>O,’yi hem de lipid
hidroperoksitlerin yikimin1 kataliz ederken (a ve b reaksiyonlari), selenyum
bagimsiz  aktivite gosteren ¢esidi ise sadece lipidhidroperoksitlerin
indirgenmesinde (yikiminda) gorevlidir (b reaksiyonu).

a. HyO, + 2GSH P o GSSG + 2H,0

b. ROOH + 2GSH &8H™X  GSSG + ROH + H,0
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GSH-Px, fagositleri solunumsal patlama sirasinda agiga ¢ikan serbest
radikal hasarindan korudugu gibi eritrosit ve hemoglobinleri peroksidasyondan
koruyan en 6nemli antioksidan enzimler arasindadir. Ayrica GSH-Px’in aktivitesi
diyetle alinan selenyum miktarina bagl olarak artarken, iyodoasetat ve siyaniir
gibi maddelerle inhibe olmaktadir (60).
3.3.2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar ile Tlgili Parametre
3.3.2.2.1. Rediikte Glutatyon (GSH)

GSH; glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan bir tripeptiddir

(L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) (Sekil 5)

NH”

SH
0 /r
H:N ""\[,"J"‘\h_)\ "\“T"/ NH t\// CUOH

COOH 0

Sekil 5. GSH’n Tripeptit Yapisi (64)

Daha ¢ok sitozolik yerlesimli olan bu peptid, hiicrelerin oksidatif stres
hasarma kars1 korunmasinda 6nemli gorevler iistlenir. Daha 6nceden bahsedildigi
tizere GSH-Px’in hidroperoksitleri ve lipid peroksitleri suya katalizleyen redoks
dongiilerinde oldugu gibi ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorevli olan
glutatyon S- Transferaz (GST) enziminin lipid peroksitlerini rediikte etmesine bir
substrat olarak antioksidan etki gostermektedir. Ayrica hiicre i¢inde olugan "OH
radikali ve 'O, gibi ROS’lara karsi da direkt etkili bir savunma bariyeri olusturur
Bu peptide ROS’lar siipiiriicii antioksidan etkinlik kazandiran en 6nemli sebep ise

yapisindaki sistein amino asidinin igermis oldugu tiyol (-SH) grubundan ileri

gelmektedir (65).
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Hiicrede milimolar konsantrasyonlarda bulunan glutatyonun primer olarak
baskin formu rediikte (GSH) halindedir. Ancak okside formu (GSSG) olan
distlfiid dimeri halinde de bulunabilir. GSH’in okside hali ise GSH-R igin bir
substrat teskil etmektedir. GSH’1n hiicresel derisiminin korunmasinda aminoasit
tastyicilarinin yaninda glutatyon sentetaz (GS), GSH-Px, GST ve GSH-R gibi

cesitli enzim aktiviteleri rol oynar (64).

3.3.3. Anjiyogenez ve Etkileyen Faktorler

Anjiyogenez kavrami 1935’te ilk kez Herting (66), tarafindan literatiire
kazandirilmigtir. Organizmanin en kiiciik birimleri olan hiicrelerin yasamlarini
idame ettirebilmeleri icin yeni kan damar olusumlari yani vaskulogenezis
(embriyonel doénemde kan damarlarinin olusumu) ve anjiyogenez sarttir.
Anjiyogenez hem fizyolojik hemde patolojik sartlarda meydana gelebilmektedir.
Ornegin; embriyonel dénemde organlarin gelisiminde, yetiskinlerde ise daha ¢ok
hasarli doku tamirinde (yara iyilesmesi gibi) ya da disi lireme dongiisiinde
(menstriiel siklus gibi) fizyolojik olarak gerceklesirken patolojik olarak ise kanser
basta olmak iizere ¢esitli otoimmun ve goz hastaliklarinda da ortaya ¢ikmaktadir
(67).

Anjiyogenez siireci, birgok molekiiliin katilimi ile sekillenen kompleks bir
mekanizma ile saglanir. Anjiyogenez asamalar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

v Anjiyogenezin baslatilmasi: Anjiyogenezin baslayabilmesi igin, bir
uyaranin olmasi1 gerekmektedir. Hipoksi ya da enflamasyonun varligi

anjiyogenezi tesvik edici durumlara iyi birer 6rnek teskil etmektedir. Ayrica
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anjiyogenezin baslamasinda anjiyogenik molekiillerin  miktarlarinin
artmasinin disinda anjiyogenez inhibitorlerinin de azalmasi gerekmektedir.

v Bazal membranin yikimi: Anjiyogenik faktorler, matriks metalloproteinaz
(MMP) ve plazminojen aktivatér (PA) gibi proteolitik enzimleri harekete
gecirerek bazal membran ve ekstra selliiler matriks (ESM)’in yikilmasinda
gorev alir (68).

v' Endotel migrasyon ve proliferasyon: VEGF basta olmak {izere
anjiyogenik etkenler, endotel hiicrelerini kendi almaglar1 ile etkileserek
aktive ederler ve aktive olan endotel hiicreleri ESM’nin i¢ine gb¢ ederler.
Artik ESM’e yerlesmis olan endotel hiicreleri biiyiime faktorleri sayesinde
prolifere olacaktir (69).

v" Tiip/Tiibiil formasyonu ve anjiyogenezin sonlanmasi: Endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmalar1 bittikten sonra yapilarinda bir takim morfolojik
degisiklere ugrayarak ilk basta bir lumen olustururlar, sonrasinda ise
integrinlerinde etkisi ile tiip ya da tiibiil olusumu yerine getirilmis olur
(Sekil 6). Perivaskiiler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerininde bu tiip yapisina
katilmasi ile bazal membran ve ESM tekrar sentezlenerek anjiyogenez
siireci sonlanmig olur. Heniiz yeni olugsmus bu kapiller olgunlasir ve
anjiyogenez inhibe edilerek damar stabilizasyonu saglanmis olur. Ayrica
endotel hiicrelerinin go¢li, proliferasyonu ve damar liimeni olusum
safhalarinin hepsi birden tomurcuklanma olarak da ifade edilmektedir (70,

71).
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Endotel hiicre

Endotel hiicre cogalmasi ve gogii

uyariimasi Bazal r':lfmhranm VEGF, bFGF
yikilmasi
EGF, bFGF MMP Tiibiil
/ formasyonu

O

Damar i¢i anjiogenezis
mediyatorleri

Perisitler

Sekil 6. Anjiyogenez Olusumunun Sematizasyonu (72)

Folkman (73), tarafindan ilk kez 1971 yilinda, timoér gelisiminin
anjiyogeneze bagimli olabilecegi agiklandiktan sonra devam eden c¢alismalar
timoral olusumlarin anjiyogenez siirecinin fizyolojik mekanizmalardan farkli
oldugunu gozler Oniine sermistir. Fizyolojik anjiyogenez siireci duragandir yani
stabildir ve kendi kendine baskilanabilir. Tiiméral olusumlu anjiyogenez ise
genellikle hipoksi sonucu gozlemlenirken, kisir bir dongii halinde sinirsiz
seyredebilir. Ciinkii timdr hacmi biyiidikce ( > 0,5 mm®) mikro gevresi tekrar
hipoksik 6zellik kazanmakta ve yine anjiyogenez indiiklenmesi kaginilmaz hale
gelmektedir (31, 74). Tim bu durumlarin disinda bazi deneysel ve klinik
aragtirmalar, tiimoral olusumlardaki anjiyogenezin, uzak doku metastaz egilimini
ve invazyonu artirdigr bildirilmektedir (70, 75, 76). Ozellikle meme ve prostat
kanserleri gibi bircok neoplazilerde goriilen, hipoksik adaptasyonlarin kotii
prognozla iligkili oldugu, kemoterapi ve radyasyona karsi daha direngli ve agresif
habis tiimorlerin olusumuna katki saglayarak, kanserle miicadeleyi de daha zor bir

hale getirdigi kabul edilmektedir.
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Endotelyal hiicrelerinden ve hiicre adezyon molekiillerinden salgilanan

biiyiimeyi tesvik edici faktorlerin yani sira monositler, fibroblastlar, matriksin

kollajen hiicrelerinin proteolitik yikim triinleri ve tiimor hiicreleri tarafindan

saliman bir¢ok ajan tiimoral anjiyogenez siirecine miidahil olmaktadir. Timor

anjiyogenez siirecine katilan bir dizi molekiiller Tablo 1°de gosterilmistir (77).

Tablo 1. Tiimoral Anjiyogenez Siirecine Etkili Parametrelerden Bazilari (78)

Anjiyogenik etkili parametreler

Anti-Anjiyogenik etkili parametreler

Integrinler

PGF (Plasental biiylime faktorii)

FGF (Fibroblast biiyiime faktorii)

TGF-a (Transforme edici biiylime faktorii- o)
TGF-B (Transforme edici bliylime faktorii- )
EGF (Epidermal biiyiime faktorii)

HGF (Hepatosit biiylime faktorii)

TNF-a (Ttimor nekroz faktor- o)

PDGF (Trombosit kaynakl biiylime faktorii)
GCSF (Granitilosit koloni uyaran faktdr)
COX-2 (Siklooksijenaz-2)

NOS (Nitrik oksit sentaz)

PA (Plazminojen aktivatdr)

Kemokinler

Efrinler

Proliferin

Anjiyogenin

VEGF (Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii)
VEGFR (VEGF reseptorii)

MMP’ler (MMP-9, MMP-2 gibi)

Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

VEGF inhibitorii

Trombosit faktor-4 fragmenti
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
Interferon-o-B

Anjiopoetin-2

Antitrombin-3 fragmenti
Interferon ile indiiklenebilen protein-10
Platelet faktor-4

TIMP (MMP doku inhibit6rii)
Osteopontin fragmenti
Maspin

Trombospondin- 1

3.3.3.1. Anjiyogenez ile Tlgili Parametreler

3.3.3.1.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF, VPF)

VEGF, Senger ve arkadaslari (79) tarafindan ilk kez tiimér hiicrelerinde asit

stvilarinin  birikimini

artiran bir vaskiiler endotelyal hiicre gecirgenligini

diizenleyeci faktor (VPF) olarak tamimlanmistir. Heparin-baglayict glikoprotein

yapisinda bulunan bu anjiyogenik faktoriin molekiiler agirligt 34-46 kDa’dur.
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Anjiyogenik sinyal yolaklar1 arasindan en iyi bilinen faktorler arasinda yer
almakta ve suana kadar anjiyogenik ajanlar i¢inde de arastirmalara en fazla konu
olan potent bir anjiyogenik sitokin olma o6zelligindedir (80).

Bu protein ailesinde: VEGF-A (anjiyogenezle ilgili en ¢ok ¢alisma yapilan
alt aile, MVCDI, Insan-VEGF’i olarak da adlandirilmaktadir), VEGF-B-C-D-E
ve yilan zehiri VEGF’1 (VEGF-F) gibi farkli harflerle ifade edilen gesitlerinin
yaninda Plasental Biiylime Faktorii (PIGF) ile birlikte bilinen 7 alt tipi ve bu alt
gruplarinda aminoasit sayilarina gére VEGF-110, 121, 145, 148,165 (en baskin
formu), 183, 189 ve 206 olmak tizere 8 farkli izoformu bulunmaktadir (81).

Makrofajlar, monositler, fibroblastlar, keratinosit ve diiz kas hiicreleri
VEGF salinnmindan sorumlu tutulan hiicreleri olustururken endotel hiicrelerinde
ise VEGF’in iiretimi ger¢eklesmez. Ancak bu hiicreler VEGF i¢in spesifik
reseptorleri barindirdiklarindan dolay1 anjiyogenez siirecinde énemlidirler. Ayrica
bu reseptér ve koreseptorler; monosit ve makrofajlarda, hematopoetik
hiicrelerinde, epitelyal hiicrelerde, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve miyojenik
onciil hiicrelerde bulunmaktadir (80). VEGF’in biyoaktivitesini, gostermesinde 3
¢esit transmembran tirozin kinaz ailesi reseptOrii sorumludur. Bu reseptorler
VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) olarak
tanimlanmistir. Kisaca VEGF-R1 ve R2 reseptorleri endotel hiicrelerinde
bulunurken, VEGF-R3 ise lenf damarlar iizerinde yerlesmistir. Ayrica VEGF
sinyallerinin baglatilmasinda, norofilin (NRP), heparan siilfat, integrinler ve
kaderinler gibi cesitli selliiller komponentlerin VEGF ya da reseptdér diizeyinde

etkilesimlerinin 6nemli rolii oldugu bildirilmektedir (81, 82).

32



Ozellikle hipoksi ile indiiklenebilen faktér-1 (HIF1-0), inflamatuvar
sitokinler, reaktif oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlarin VEGF salinimini
uyarmasi ile reseptorlerinin aktivasyonu sonucu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3
kinaz ve Ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir¢ok hiicre i¢i sinyal iletim
proteini fosforile olmakta ve endotel hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve
differansiyasyon gozlenmektedir. VEGF salimminda etkili olan bu faktorlerle
reseptorleri arasindaki dengesizlik sonucu kontrol edilemeyen bir inflamatuvar ve
anjiyogenez durumunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu da kanser basta olmak iizere bir
dizi patoloji ile iligskilendirilmektedir (83).

Cesitli deneysel ve klinik caligmalar meme karsinomunun anjiyogeneze
bagli bir timoér oldugunu ortaya koymustur. VEGF, meme kanserinde lenf
anjiyogenezini tesvik ederek kanserin ilerleyisini hizlandirdig1 gibi Ostrojen ve
cesitli steroid transkripsiyon faktorlerinin VEGF geni tizerinde bulunan dstrojen
yanit elemanlarina (ERE) baglanmak suretiyle yiiksek VEGF ekspresyonuna ve
onun mRNA’sima yol agtigi bildirilmektedir (84-86). VEGF’iin ayrica meme
kanseri 1ile 1ilgili giicli bir prognostik faktor olabilecegi gibi bu yolagin
inhibisyonu meme kanserine kars1 etkili bir tedavi stratejisi olarak goriilmektedir

(84).

3.3.3.1.2. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9, Jelatinaz B)

Matriksinler olarakta bilinen matriks metalloproteinazlar (MMP); ESM ile
bazal membran dinamigini olusturan komplementleri parcalayan, aktif
merkezlerinde ¢inko bulunan, kalsiyum bagimli fonksiyon géren bir homolog

ekstra-selliiler yerlesimli proteaz ailesini olusturmaktadir (87).
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MMP’larin biiyiik bir ¢ogunlugu bag dokusu hiicrelerinde olmak iizere
enflamatuvar fagositler tarafindan da salinabilmektedir (88). MMP ailesi
blinyesinde, fizyolojik ve patolojik doku yikimindan sorumlu olan 28 farkli enzim
bulunurken, yap1 ve substrat farkliliklar1 géz oniine alindiginda; kollajenazlar,
stromelisinler, jelatinazlar (MMP-2, 9), membran tipi MMP’ler (MT-MMP) ve
smiflandirilamayan MMP’ler olmak tizere 5 alt aile tanimlanmaktadir (89).

Jelatinazlarin iki liyesinden biri olan MMP-9, bazal membrandaki 6zellikle
tip-IV kollageni yikan bir endopeptidazdir (Tip-1V kollejenaz) (90). Molekiil
agirligr 92 kDa olan bu enzim grubu ayrica MMP ailesinin en biiyiik {iyesi olma
ozelligini tasimaktadir. MMP-9 enzimi ¢ogu MMP’lar gibi, yapisinda ortak olarak
bulunan 5 farkli gen bolgesi ihtiva eder; sinyal peptid dizisi, propeptid dizisi,
katalitik domain (¢inko baglama bolgesi igerir), kanca (mentese) bolgesi ve

hemopeksin benzeri domain (Sekil 7)(91).

MMP-9
Fibronektin benzer dizi
TIMP-1
Mentese bolgesi

N-Terminal C-Terminal

Katalitik domain Hemopeksin benzeri domain

Sekil 7. MMP-9’un Genel Yapisi (91)

Propeptit bolge ile katalitik ¢inko baglayan bolge etkileserek enzimin inaktif
halde kalmasini saglar (‘Sistein switch’ modeli) (88). N-terminal ugta bulunan 80
amino asitlik propeptid bdlgenin proteolitik yikimi ile 100 amino asitlik katalizoér
bolgeden ayrilmasi sonucu, katalizor bolgedeki ¢inko iyonlarinin serbest kalmasi
ile enzimin aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir. MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger

MMP’larm C terminallerinde bulunan hem baglayici, hemopeksin benzeri
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domainler ise endojen doku inhibitorleri olan TIMP’larin jelatinaz grubu
MMP’lara (MMP-2, MMP-9) ve MMP-13’¢ baglanmasindan sorumlu kisimdir,
TIMP’lar bu enzimlerin aktivitelerinde ve inhibisyonlarinda gorev alirken
hemopektin benzeri domain ayrica jelatinazlarin substrat 6zgiilliiglinii belirlemede
de onemli rol oynamaktadir (91). Katalitik bolge ve hemopeksin benzeri bolge
arasinda mentese adi verilen prolinden zengin baglayici birim yer almaktadir.
Ayrica katalitik bolgede bulunan fibronektin benzeri dizinin ise kollajen ve
jelatinlere baglanmayi kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir (89).

Bu enzim ailesinin  aktiviteleri ¢esitli  uyaranlar  tarafindan
diizenlenmektedir. Integrinler, onkogenler, tiimdr promotdrleri, hormonlar,
kimyasal ajanlar veya fiziksel etkenler MMP’lerin ekspresyonlarini degistirdigi
gibi tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin 1 beta (IL-1p), IL-1 ve IL-6
dahil olmak {iizere pro/inflamatuar sitokinlerin promotdrlerine, mitojen aktif
protein kinaz (MAPK) , niikleer faktor kappa beta (NF-kB) ve aktivator proteini
(AP-1) gibi birka¢ farkli transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi yoluyla gen
ekspresyonunu artirarak MMP genleri aktive edilebilir (6rnegin, ultra viole
isinlarina maruziyet Sonrasinda MMP-9’un ekspresyonu artmaktadir) (92).
Endojen inhibitorler yolu ile 6rnegin; dolasimdaki a-2-makroglobulin spesifik
olmayan endojen bir MMP inhibitorii roliindeyken, dokuda ise bu gorevi spesifik
inhibitorle TIMP’lar istlenmektedir. Ancak bu TIMP’lar ayni zamanda
MMP’lerin aktiflesmesi i¢cinde gereklidir. Ayrica MMP’lerin aktivasyonu, inaktif
zimojenler araciligi ile ya da bagka ifade ile proenzimin aktif hale getirilmesiyle
saglanabilir ki bu en karmasik yoldur. Hiicreden salinan MMP’ larin ¢ogu inaktif

molekiiller olarak salinmaktadirlar. Propeptid dizisi igeren inaktif MMP’ler,
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otokataliz, doku veya plazma proteinazlari, opportunistik bakterial proteinazlar,
tirokinaz plazminojen aktivator/plazmin sistemi veya diger membran tip MMP’lar
(MT-MMP) ile aktiflesirler (88). Stabil formda olan bir pro- MMP-9 ‘un
aktiflesmesi i¢in, kendisinin hemopeksin benzeri domainin, TIMP-1’in C-terminal
bolgesi ile birlesmesi gerekmektedir olusan non-inhibitér kompleksin, hiicre
yiizeyinde bulunan MT-MMP-1’in aktif domaini ile birlesmesi sonucu bu tglii
kompleks ise MMP-9’un aktivasyonunu saglar (93). Bu aktivasyon
mekanizmasindan farkli olarak, TIMP-1 ayn1 zamanda MMP-9'un hemopeksin C-
alan1 bolgesine baglanmak siireti ile MMP-3'ii de igeren bir inhibitor trimolekiiler
kompleks olusturmak {izere MMP-9’un inaktivasyonunda da rol oynamaktadir
(94).

MMP’lar kanser gelisim siirecinde inflamasyon, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz siireclerine katilmalar1 sebebi ile bircok kanser c¢alismalarina konu
olmustur. Malign dokularda tiimor saldirganligini ve metastatik potansiyel ile en
fazla iliskisi saptanan MMP’lar MMP-9 ve MMP-2 dir (90). Bu baglamda
caligmalar invaziv ve metastatik timorlerde ekspresyondaki degisiklikleri ve bu
enzimlerin artmis proteolitik aktivitesini dogrulamistir.  MMP'lerin tiimoriin
yayilimindaki aktivitesi hem dogrudan hem de dolaylidir. Neoplastik hiicrelerin
proliferasyonunu ve ekstraselliiler matriks ve bazal membranin degradasyonu
yoluyla metastatik yayilimi dogrudan desteklerken, dolayli olarak anjiyogenezi
stimiile ederek, tiimdriin beslenmesini ve yayilmasini saglar (95).

MMP-9, anjiyogenezin giiglii bir indiikleyicisi olan vaskiiler VEGF’in
biyoyararlanimini kontrol ettigi i¢cin meme kanserinin anjiyogenezinde hayati bir

rol oynamaktadir (96).
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MMP-9 ekstraselliiler matriksin yikimini artirmak ve timor hiicrelerinin
yakinindaki vaskiiler bazal membranda kollajeni (Tip-1V) yikarak malign meme
hiicrelerinin metastazina katkida bulunur. Ayrica ER + olan meme kanserlerinde
MMP’lerin salinim1 ve aktivasyonu hedef gosterilmektedir (97-99).

MMP’ler ¢esitli neoplasmlarin erken tanisinda, progresyonunun takibinde
ve metastazinin saptanmasinda degerli bir prognostik belirte¢ 6zelligindedir.
Nitekim meme kanserlerinde de MMP-9 ekspresyonunun kotii prognozla iligkili

oldugu vurgulanmaktadir (95).

3.3.3.1.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Aktiflestirilmis B hiicrelerinin  niikleer faktér kappa-hafif  zincir
giiclendiricisi diye adlandirilan NF-«B ailesi, ¢esitli genlerin promoter ve
giiglendirici bolgelerinde bulunan ayri DNA dizilerine baglanan, Rel-homoloji
alanlarii (RHD'ler) igeren transkripsiyon faktorleridir. Memeli hiicrelerinde, NF-
kB ailesinin bes iiyesi vardir: RelA (p65), RelB, C-Rel, p105 (NF-«B1; p50
prekiirsorii) ve pl00 (NF-kB2; p52 prekiirsorii) (100). NF-kB; Rel ailesi
tiyelerinin yer aldigi cesitli hetero ve homodimer kompleksler icermektedir.
Giliniimiizde en 1yi karakterize edilmis NF-kB protein ailesinin iiyeleri; p65
(RelA) /p50, RelB/ pl100-52 heterodimerleri ve p50 / p50 homodimer
kompleksleridir (101).

Istirahat halinde NF-kB, inhibit6r kappa-B (IkB) proteinleri olarak bilinen
bir inhibitdr protein ailesi ile etkilesime girerek, sitoplazmada inaktif bir formda
tutulmaktadir. kB ailesi ankirin tekrarlari igerir ve yedi liyesi vardir: IxkBa, IkBf,

IkBy, IkBe, Bcl-3, IkB{ ve IkBNS (102). Bu ilk 4 iiye NF-kB'nin niikleer
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translokasyonunu 6nlemek i¢in, dogrudan etkilesimler yoluyla sitoplazmada NF-
kB'nin niikleer lokalizasyon sinyalini inhibe eder. Bununla birlikte, son 3 iiye ise
cekirdekte bulunur ve transkripsiyonu diizenlemek i¢in NF-xB ile etkilesime girer.
NF-kB aktivasyonu; fosforilasyon, ubikitinasyon ve IkB’nin proteozomal
degradasyonu yolu ile saglanmaktadir (102, 103).

Son yillarda, NF-kB aktivasyonu i¢in iki ayr1 yolagin tanimi netlesmistir.
‘Kanonik ya da klasik’ yolak; genellikle p65 (RelA) /p5S0 heterodimer igeren
komplekslerin aktivasyonuna yol agan mikrobik {iriinlerle (LPS) ve TNF-a, IL-1
gibi proinflamatuar sitokinlerle ve Toll benzeri reseptér (TLR) sinyaller ile
tetiklenmektedir (104). ‘Non kanonik ya da alternatif ° NF-kB yolag: ise;
genellikle RelB/ p100-52 heterodimer kompleks aktivasyonu igerir. Bu yolagi
CD40 ligand1 (CD40L), TNF ailesi sitokinleri - lenfotoksin B (TNFSF3), B hiicre
aktivasyon faktorii (BAFF) ve NF-kB ligandinin reseptor aktivatorii (RANKL)
gibi mediyatorler uyarmaktadir. NF-kB’nin aktivasyonundaki en Onemli
basamaklardan biri de IkB’larin, ¢oklu inhibitor kappa-B kinaz (IkK) kompleksi
ile fosforillenmesi sonucu IkB’lerin proteolitik yolla yikilmasidir. IkK kompleksi
iki kinaz alt birimi; IkK1 (IxkKa), IkK2 (IkKB) ve bir diizenleyici alt birim;
NEMO’dan (IxKy) olugsmaktadir. IkKp klasik yolagin aktivasyonundan sorumlu
iken; IkB'leri fosforile ederek diizenler ve IxKy alt birimini de gerektirirken
alternatif yolagin aktivasyonundan ise sadece IkKa sorumludur (104, 105) (Sekil

8).
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LPS, TNF-e, IL-1, TLR LT, CD40L, BAFF, RANKL
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Psp

7

Proteozom

Sekil 8. Kanonik ve Alternatif NF-xB Yolaklarinin Kareografisi (105)

Ozetle; sitoplazmada istirahat halinde IxB ile bagli halde bulunan NF-xB
inaktif halde iken; pro/inflamatuar sitokinler, radyasyon ve bazi kemoterapotik
ajanlar, serbest radikaller, mitojenler, biiylime faktorleri, bakteriyel ya da viral
genler gibi birbirinden farkli genis yelpazeli indiiktorlerin reseptorleri ile
etkilesimleri sonucu, IkK’lar tarafindan IxB’lerin spesifik fosforilasyonlari
gerceklestirilmekte ve IkB’ler ubikitinasyonla degrade olmaktadir (103, 106). Bu
islem, NF-xB’nin sitoplazmada serbest kalmasina ya da baska bir deyisle NF-xB
aktiflesmesi anlamina gelmektedir Aktiflesen NF-kB ¢ekirdege transloke olur ve
RHD'leri sayesinde, niikleusta transaktiviteden sorumlu spesifik genlerin baslatici
(promoter) veya artirict (enhancer) dizilerine baglanmak kosulu ile homo ya da
hetero-dimerler olustururak, spesifik bir dizi genin ekspresyonunu baslatmaktadir

(IL-6 ve IL-12 gibi ¢esitli sitokinlerin, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin gibi
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adhezyon ajanlarinin, VEGF, MMPIar gibi anjiyogenez parametrelerinin, COX-2
ve INOS gibi enflamatuar ajanlarin gen ekspresyonunun baslamasi ve artmasi
gibi) (105, 107).

NF-kB proteinleri basta inflamasyon olmak iizere, bagisiklik ve kanser
progresyonu ile iliskili genlerin ekspresyonlari bu iyi kareografik yolaklarin
istirak ettigi kompleks sinyal iletim mekanizmalar ile diizenlemektedir. Bu
yolaklardaki meydana gelen ¢esitli aksamalar kanser de dahil olmak tizere birgok
hastalikla iliskilendirilmektedir (100).

Son zamanlarda kanserin baslatilmasinda, gelismesinde ve metastazinda
NF-kB'nin rolii 6zellikle dikkat cekmistir. inflamasyonda aktivitesi artmis NF-xB
ekspresyonlarinin  tiimér olusumunda ve progresyonunda rol oynadigi
bildirilirken, bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerine saldirmaktan korur ve
onkojenik mutasyonlara yol agan hiicre proliferasyonunu ve genetik instabiliteyi
indiikler. Bununla birlikte NF-kB aktivasyonunun, kanser tedavisinin basarisina
gblge diisiiren direng olusumuna da katki sagladigi bildirilmektedir (104, 108,
109).

Ayrica meme kanserleri gibi birgok neoplastik durumda; tiimoriin
enflamatuar mikrocevresine ve c¢esitli onkojenik mutasyonlarina bagli olarak
gelisen yapisal NF-xB aktivitesi gosterilmistir. NF-kB aktivitesi sadece timor
hiicrelerinin proliferasyonunu artirmaz, apopitozu bastirir ve anjiyogenezin
stimulasyonuna neden olur, ayn1 zamanda epitelyal mezenkimal gegisi de tetikler
bu da hiicrelerin malign doniisimleri ile yakindan alakali olan hiicre invazyonu ve
metastazindan sorumlu bir¢ok genin ekspresyonunun NF-«xB tarafindan kontrol

edildigini ortaya koymaktadir (109, 110).
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3.3.4.Hiicre Siklusu ve Proliferasyonunu Etkileyen Faktorler

Viicudumuz, yaklasik yiiz trilyon canli hiicre barindirmaktadir.
Viicudumuzu olusturan bu hiicreler insanlar gibi dogar, biiyiir, cogalir ve
Olmektedirler. Yetiskinlige kadar hiicrelerin boliinmesi hizliyken, yetiskinlik
sonrasinda hiicrelerin boliinebilme hizlart minimal diizeylere inmektedir.
Yaslanmis organizmada ise, ¢ogu hiicreler artik yalnizca hayati fonksiyonlarini
stirdiiriilebilmek, hasara ugramis dokuyu tamir etmek ya da 6len hiicrelerin yerine
yenilerini getirebilmek i¢in ¢ogalma islevini gerceklestirmektedir.

Her ne sebeple olursa olsun 6karyotik canli organizmanin herhangi bir viicut
hiicresine, ¢cogalmasi i¢in bir komut (sinyal) ulagsmissa, o hiicre de artik bir seri
biyokimyasal olaylarin tetigi ¢ekilerek, kromozomal ve morfolojik agidan kendisi
ile ayn1 olan 2 yeni (yavru) hiicrenin olusmasi kag¢inilmaz hale gelmektedir. Iste
bu olay hiicre boliinmesi olarak adlandirilirken, tiim bu siireglerin
yonetilmesinden ise hiicre siklusu sorumludur (111). Okaryotlarda hiicrelerin
ikiye boliinmesi mitoz ya da mayoz boliinme ile gergeklesirken mayoz boliinme
esey hiicrelerinde goriliir, viicut hiicrelerinde goriilen ve temel hiicre boliinmesi
diye adlandiran boliinme sekli ise mitoz ile ifade edilirken ayrica hiicre siklusunda
da onemli gorevler iistlenmektedir. Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz diye 2 ana
faza ayrilmis gibi goriinsede icinde birbirini sikica takip eden dort farkli faz
barindirmaktadir. Bu farklilbik 1iki mitoz arasindaki doneme karsilik gelen
interfazin 3 tane alt faza ayrilmasindan (G1-S-G2) meydana gelmektedir (35,
112). Interfazin hazirhik evresi diye adlandirilan G1 evresinde (predublikasyon
evresi, ara faz, gap-1 evresi), hiicrede hem metabolik olaylar ¢ok aktiftir hemde

siirekli bliyiime sinyallerine maruz kalan tek alt faz 6zelligindedir. Tiim bunlarin
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sonucunda spesifik hiicre fonksiyonlarinin olusumunda gerekli bir dizi gen,
proteinler ve enzimler eksprese olurken ve RNA sentezi de bu fazda goriilebilir,
bu fazda ama¢ DNA sentezine hazir olmaktir. Dongliniin S fazinda (sentez evresi)
ise DNA sentezlenip miktar olarak iki katina ¢ikarken (DNA replikasyonu), bir
yandan da RNA sentezi devam etmektedir ve bu fazda mitoz i¢in gerekli protein
ekspresyonlar1 da pik seviyeye ulasmustir. Ayrica her bir kromozom duplikasyona
ugramaktadir. Siklusun G2 (gap-2) evresinde ise DNA iplik¢iklerinin boylari
kisalmakta, kromozomlar boyanabilir 6zellik kazanmakta ve DNA sentezi
tamamlanmaktadir. Ayrica hiicre yine biiyliimeye ve iki yavru hiicreye yetecek
kadar proteinler liretmeye devam etmektedir. Siklusun son fazi olan M fazinda ise
(mitoz fazi), protein ve RNA ekspresyonlar1 ani olarak bazal seviyelere diismekte
esas hiicreden diploid sayida kromozom icerigine sahip iki yeni kardes hiicreler
olugmaktadir. Bu fazdan sonra hiicrenin akibeti 2 yola ayrilmaktadir, ya yeniden
boliinme siklusuna istirak etmek tizere G1 fazina veyahut dinlenme faz1 olan GO
fazina (istirahat fazi) kayacaktir. GO fazindaki hiicreler, canliliklarini
stirdiirebilmekte ve genel olarak 6zellesmis bir fonksiyonda gorev almaktadirlar
(35, 111, 112). Normal hiicrelerde siklusu olusturan bu fazlar arasinda da (ge¢ G1,
G2-M ve M) kontrol noktalar1 vardir (Sekil 9). Bu kontrol noktalar1 aracilidi ile,
dogru DNA’nin eldesi (DNA’nin hasarsiz olmasi), uygun hiicre biiyiimesi,
DNA’nin replikasyonunun tamamen dogru bir sekilde ger¢eklesmis olmasi ya da
bagka bir deyisle mitoz i¢in gerekli tiim sartlarin eksiksizce yerine getirilmesinin
saglanmasi ve kromozomlarin dogru dizilimlere sahip olmasi gibi boliinme ile
ilgili bir seri olaylar denetlenirken, bunun disinda farklilasma ve apopitoz gibi

hiicrelerin kaderini degistirecek fonksiyonlarda da hiicre siklusu gorev almaktadir.
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Sekil 9. Hiicre Siklus Fazlari1 ve Kontrol Noktalari (116)

Hiicrelerde bu olaganiistii dongiiniin kontrolii, bu kontrol noktalari iizerinde;
baz1 onkogenlerin, tiimor siipresor genlerin ve hiicre siklusuna 6zgii proteinlerin
es zamanli olarak yiiriittiikleri kompleks ve karmagik biyokimyasal mekanizmalar
ile saglanmaktadir (Sekil 9) (113). Bu kontrol noktalarina etki eden biiylime
sinyalleri (EGRF vb.) ve onkogenler (c-erbB-2/Her-2 neu, Wnt, B-kateninler vb.),
Siklinler (Siklin A,B,C,D,E vb.) ve Siklin Bagimli Kinazlar (CDK) proliferasyonu
stimule ederken, tiimor stipresor genler (p53, Rb vb.), CDK inhibitérleri (CDKI)
ise dongiiyii inhibe ederler. Hiicre siklusu kontrol noktalarin1 diizenleyen gen ve

proteinlerde meydana gelen mutasyonlar ya da engellenemeyen DNA hasarlari
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sonucu bu kontrol mekanizmalarinin bozulmasi, kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol
agmaktadir. Bu olumsuz durumlar sonucu kanserin olusumuna davetiye

¢ikarilmaktadir (114, 115).

3.3.4.1. Hiicre Siklisu ve Proliferasyonu ile ilgili Parametreler

3.3.4.1.1. Hiicre Replikasyonunda Siklin D1 (cyc/cln, CCND1)

Hiicre siklusu, bir takim genlerle koordine Siklin (cyc/cln, CCND), CDK ve
CDKP’ler tarafindan diizenlenebilmektedir. Bu proteinlerin konsantrasyonlart,
hiicre dongiisiiniin  farkli fazlarinda degisiklik gostermektedir. CDK ve
CDKTlerinin tiim hiicre siklusu boyunca sentezleri devam etmektedir ve serbest
formda inaktif halde bulunurlar. Siklinlerde ise, bu durum biraz degisiklik
gostermektedir; hiicre siklusunun sadece spesifik fazlarinda sentez edilip islevleri
sona erince ubikitinasyonla pargalanirlar. Siklinler, bir ya da daha fazla CDK’a
baglanarak, onlarin aktive edilmesi ve aktif Siklin-CDK komplekslerinin
olusmasinda spesifik substrat 6zelligi gosterirken, olusan bu kompleksler ile
cesitli timor siipresor genleri fosforillemek siiretiyle boliinmeyi baskilayici
etkileri ortadan kaldirarak tiimér olusumuna katkida bulunurlar (117).
Memelilerde hiicre siklusunun diizenlenmesinde gorevli, bilinen en az 15 ¢esit
CDK (1-11 gibi) ve Siklin (Siklin D-E-A-B gibi) bulunmaktadir (118).

Hiicre dongiisti ile ilgili proteinlerin, kanser siirecine katilmalarini gosteren
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Muhtemelen hiicre siklus fazlar1 arasinda G1
fazi, hiicrede bolinmek differansiye ya da 6lmek gibi gesitli hayati kararlarin

verildigi bir doniim noktasi olmasi ve siklusta diizeyi ilk artan proteinin Siklin D
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(baslangi¢ siklinleri) olmasi sebebiyle siklin D1 kanser ¢alismalarinda 6nemli bir
yer tutmaktadir (119).

Siklin D; D1, D2 ve D3 olmak iizere 3 alt tipe ayrilmaktadir. Siklin D1
(CCND1), 11g13. kromozomda lokalizedir (120). Siklin D1, D2 ve D3 ile
beraber CDK-4 ve CDK-6’nin regiilasyonunda gorev alir ve erken G1 evresinde
siklusun ilerlemesinden sorumlu tutulmaktadir. Istirahat fazindaki (‘quiescence’)
bir hiicre eger, erken G1’de bolinme sinyali alirsa;  Siklin D, CDK4 ve
CDK6’nin aktivasyonunu uyararak ‘Siklin D-CDK-4" ve ‘Siklin D-CDK-6’ aktif
komplekslerini olusturur. Bu kompleks; normalde G1/S kontrol noktasinda
hipofosforile ve transkripsiyon uzama faktorii-2 E2F ile bagli bulunan hiicre
boliinmesini durdurucu (negatif') etki gdsterebilen bir tiimor siipresér genin tirtinii
olan retinoblastoma proteininin (pRb) fosforile olmasina ve onun inaktivesine
neden olmaktadir. Rb proteini artik inaktiflesince kendisine bagli halde bulunan
E2F’yi serbest birakmak zorunda kalir. Serbestlesen E2F, siklusta S evresine
gecis icin, gerekli olan hedef genlerin transkriptini uyararak hiicre siklus
bilokajini ortadan kaldirir (118, 121). Ayrica CDK’lar tarafindan fosforillenmis
substratlar (Rb vb.) tekrar hipofosforile hallerine, fosfatazlar enzimleri arciligiyla
donerken, CDK’larin aktivetelerinin sonlandirilmasinda ise CDKI’leri rol
almaktadir (122).

Meme basta olmak iizere birgok kanserde, hiicre dongiisiinde G1 ve G1-S
fazlarinda Siklin  D1’in yiiksek diizeylerine dikkat c¢ekilirken, meme
karsinomlarinin gelisiminde %50 daha fazla ekspresyonun oldugu bildirilmektedir
(123). Ayrica Siklin D1’in, bliyime faktorii ya da E2 ile stimule olan meme

epitelyal hiicre proliferasyonunda hiz simrlayici faktorlerden biri oldugu
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diisiiniilmektedir ve bu nedenle, meme kanserogenez silirecinde G1'deki

proliferatif sinyalleri engellemek i¢in kilit bir hedef niteligindedir (124).

3.3.4.1.2. Hiicre Proliferasyonunda Spesifik Sinyal Yolagi Wnt/p-

katenin

Wnt gen ailesinin, ilk kesfedilen (1982) tiyesi Wnt-1 (Int-1)’dir. Bu gen
farelerde olusturulan meme tlimdoriiniin aktivasyonuna katildigi i¢in bir proto-
onkogen olarak nitelendirilmistir (125). Daha sonra kanser ilizerine potansiyel
etkileri, calismalara konu olmus ve yapilan molekiiler ¢alismalarla Drosophilada
bulunan Wingless geni (wg) bulunmustur. Bu genin, insanda ki int-1 geni ile ayn1
dizilere ve islevsel benzerliklere sahip oldugu yani homologu oldugu saptanmis
olup, otoriteler bu iki genin ismini birlestirilerek bugiin ki ‘Wnt’ isminin son
halini literatiire kazandirmislardir (126). Gelinen noktada Wnt geninin, memeli

dokularina katilan 19°dan fazla ¢esidinin oldugu tanimlanmistir (127).

Fertilizasyonu gergeklesmis olan bir yumurtadan, kompleks organizmaya
varana kadar gecen siiregte hiicreler, karmasik ve gelismis c¢esitli sinyal iletim
yollar1 tarafindan sikica kontrol edilmektedir. Hiicrelerden sekrete edilen Wnt
proteinleri de, hiicre yiizeyindeki spesifik almaglarina baglanarak birgok
basamakla, hiicre akibetini ve ¢esitli farklilasma parametrelerini kontrol altina alir.
Yiiksek derecede korunmus olan Wnt sinyal yolagmin hiicre adezyonu basta
olmak iizere, hiicre polaritesi ve hareketi, hiicre proliferasyonu ve dliimii, hiicre
yenilenmesi ve farklilagmasi gibi pek c¢ok hiicresel siirecte hayati deger tasiyan

mekanizmalarin diizenlenmesinde aktif rol aldigi bildirilmektedir (128, 129).
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Hiicrede Wnt sinyalleri etkilerini 3 farkli yolla géstermektedir. Bu etkilerin
ilk ikisini; alternatif yol anlamina gelen, kanonik olmayan Wnt/Ca*? ve Diizlemsel
Hiicre Polaritesi Wnt/Planar (PCP) yolaklar1 olusturur. Bu yolaklar iizerinde, B-
kateninin herhangi bir rolii bulunmazken, B-Katenin ile iliskili esas yolak ise klasik

yolak diye adlandirilan kanonik Wnt/B-katenin tizerinden yiirtitiilmektedir (130).

[B-katenin proteini, ilk kez 1989’da tanimlanmistir, CTNNB1 geni tarafindan
sentezlenmekte olup ve yapisinda cesitli sayilarda korunmus ‘Arm’ bdlgeleri
barindirir. Toplamda 782 amino asit ihtiva eden B-kateninin molekiil agirhigi 92
kDa’dur. B-katenin; hiicre membraninda bulunan E-kaderin’leri, hiicre
iskeletindeki a-aktin flamanlarina baglayarak hiicre adezyonunda 6nemli bir rol
istlenir (131). B-katenin, proteininin yapisindaki ¢esitli baglanma bdolgeleri
sayesinde birgok molekiille etkilesim halindedir. Zamanla yapilan ¢alismalar, [3-
katenin tizerindeki bolgelere; Adenomat6z poliposis koli (APC), Axin ve T-
hiicresel faktor/ lenfoid artirici faktdor (TCF/LEF) gibi bir takim molekiillerin
baglanmasi ile B-kateninin sadece hiicre adezyonunda degil, Wnt/B-katenin sinyal
yolaginda da onemli gorevler istlendigini gostermektedir (132, 133). Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin en 6nemli hedef molekiillerinden biri olmasi sebebiyle,
bu sinyal yolag: ile iligkili bir takim hastaliklarin olusum mekanizmasinin

aydinlatilmasinda B-katenin molekiiliinden yararlanilmaktadir.

Whnt sinyalinin yoklugunda; sitozolde bulunan ‘APC-Axin-GSK-33-CK-1’
biyomolekiillerinden olusan ‘B-katenini yikimlayict multiprotein kompleksi’,
fosforile halde ve aktif durumdadir yani bir baska ifade ile pozitif ylike sahip B-
kateninle bu yikimlayict kompleks birlikte bulunmaktadir. Bu komplekste

bulunan basta kazein kinaz-1 (CK-1) olmak iizere glikojen sentaz kinaz-3 beta
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(GSK-3B) komponentleri sayesinde, B-katenini fosfatlayarak (B-kateninin N-
ucundaki serin ve treonin rezidiilerini) yikmak i¢in transdusin tarafindan taninir
hale gelmesini neden olurlar. Sonug olarak bir kere fosfatlanmis olan B-katenin
transdusin araciligiyla ubikitinasyona sonrasinda ise proteozomal yikima
ugramaktadir (134, 135).

Wnt sinyalinin varliginda ise; Wnt ligandinin hiicre zarindaki spesifik
Frizzled (Fz) almaglarina ya da ko-reseptoriine (diisiik-yogunluklu-lipoprotein-
reseptor-proteini olan LRP5/6 proteinine, hiicre icine bakan kisimda) baglanmasi
sonucu hiicre i¢i sinyalizasyon uyarilir. Boylelikle Wnt sinyallerinin start1 igin
gerekli olan iicli kompleks ‘Fz-Wnt-LRP5/6°, membranin sitozole bakan
kisminda birbirleri ile baglanir (135, 136) (Sekil 10). Bu baglanmanin
gerceklesmesi sonucu, sitozolde serbest halde bulunan DVL (dishevelled)
membranin i¢ yliziine dogru hareket eder ve yukaridaki membranda sekillenen
ticli komleksle uyarilmaktadir (fosforillenmektedir). DVL’nin fosforillenmesi,
sitoplazmada p-katenin ile bagli bulunan yikimlayict kompleksin bertaraf
edilmesine (bilinmeyen sebeple, DVL’nin yikimlayic1 kompleksteki aktini
kompleksten ayirip hiicre membranmna kaydirmasi ile iligkilidir) ve B-katenin
stabilizasyonuna (sitozolde birikmesine) neden olur. Artik yikim kompleksinden
ayrilmig, serbest halde ve aktif (defosforile) olan B-katenin niikleusa dogru
translokasyon yapabilecektir. Cekirdege girmis -katenin ise, TCF/LEF iiyelerini
iceren transkripsiyon faktorlerine baglanarak, c¢esitli koaktivatorlerin yardimiyla
birlikte hiicrenin proliferasyonunda gorevli c¢ok sayida Wnt hedef geninin

ekspresyonunu baslatir (136).
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Sekil 10. Wnt/B-katenin Sinyal Mekanizmasi (135)

Sitozol

Tiim bu ortaya konulan mekanizmalarla birlikte, B-katenin basta olmak
lizere, bu yolagi olusturan diger pro-onkogen ya da timor siipresor elemanlarda
meydana gelen mutasyonlar ve fonksiyonel bozulmalar ya da siirekli olarak
uygunsuz aktivasyonlar, Wnt/B-katenin yolaginin kontroliiniin bozulmasma ve
kanser gibi bir takim hastaliklarin (Tip II diyabet, Parkinson, Alzeheimer, meme
kanseri, hepatokarsinom, kolon kanseri, 16semi gibi) giin yiiziine ¢ikmasina sebep
olmaktadir (127).

Ormnegin sporadik gelisen kolorektal kanserlerin (KRK) yaklasik %80-
90’ninda APC mutasyonuyla birlikte Wnt/B-katenin yolaginin uygunsuz

aktivasyonu goriilmektedir (135, 137).
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Ayrica sitoplazmada biriken B-Katenin’in ¢ekirdege dogru yer degistirmesi
meme kanserinden sorumlu tutulan cesitli hedef genlerin (Siklin D1, g¢esitli
anjiyogenez ve metastazda rol oynayan genler gibi) transkripsiyonuna yol agtigi
bildirilerek o6zellikle niikleus ve sitoplazmadaki B-katenin’in asir1 ekspresyonun,

insan meme karsinomlarinda, kotii prognoz ile iliskili olduguna inanilmaktadir

(138).

3.3.5. Apopitozis ve Etkileyen Faktorler

Apopitozis, yunanca da ‘ddkiilen yaprak’ anlamina gelen bir terimdir,
programli hiicre d6liimii, fizyolojik 6liim ya da hiicre intihar1 gibi birgok farkli
sekilde de ifade edilmektedir. Arastirmalarimiza gore literatiire apopitoz terimi ilk
olarak 1972 yilinda girmistir. Iskogyali Kerr ve arkadaslari (139), hayvan
hiicreleri tizerinde, fizyolojik ya da patolojik sartlarda olusabilen, mitozla zit fakat
tamamlayict bir rol oynadigi anlasilan ve nekrozdan farkli olarak spesifik bir
hiicre 6liim tipinin varligini ortaya koymuslardir.

Apopitozis siirecinde hiicrelerde bir seri morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler gozlenmekte olup bir diger hiicre o6liimii olan nekrozisten farklilik
gostermektedir. Nekrozis, akut hasarla seyirli, patalojik durumda goriilmektedir.
Nekrotik  hiicrelerin  karekteristik  6zellikleri arasinda; hiicrelerde sisme,
sitoplazma organellerinin dilatasyonu ve disintegrasyonu, plazma membraninin
biitiinliiglinlin kayb1 ve hiicre i¢ine sivi alarak patlamasi ya da hiicre igeriginin
disartya akisi sayilabilir. Nekrozis bu nedenlerden o6tiirii dokuda inflamasyon
olusumuna neden olmaktadir (139, 140). Apopitoziste ise, hiicre membran

biitiinligii korunmustur, hiicre ve organellerinin kiiciilmesi (biiziismesi),
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sitoplazmik ve membranda bleb olusumu (tomurcuklanma), kromatin iplik¢ilerin
pargalara ayrilmasi ve yogunlasmasi (kondensasyon) gibi bir¢ok karakteristik
Ozellikleri ile diger bir hiicre 6liimii nekrozdan ayrilmaktadir (121).

Apopitozisde gozlenen biyokimyasal degisimler arasinda, ATP bagiml
olmasi, intrinsik (mitokondriyel) ve ekstrinsik (hiicre 6liim reseptdrleri) olarak
uyarilabilmesi, mitokondrilerinden sitokrom ¢ salinimi ve akabinde kaspazlarin
(‘cystein aspartat spesific protease’) aktivasyonu ile hiicrede spesifik proteinlerin
hidrolizi ve plazma membraninin disinda beliren fosfatidil-serin  ve
trombospondin baglarinin olusumu gibi mekanizmalar siralansa da apopitozisin en
onemli bulgusu erken evresinde bile goriilebilen, agaroz-jel elektroforezinde ki
DNA’nin kirinimi temsil eden tipik merdiven gériiniimiidiir ‘ladder pattern’. Bu
goriiniimiin sebebi Ca-Mg bagimli endoniikleazlarin, DNA’y1 interniikleozomal
kisimlarindan, 180-200 bp ya da katlart mono ve oligoniikleozomlar seklinde
fragmentlere ayrilmasi ile agiklanmaktadir (122).

Apopitozis doku ve hiicrelerde fizyolojik sartlarda gelisebilir; timusdaki
yanlis olgunlasmis ya da etkisiz olan T-lenfositlerin 6liimii, insan embriyonik
gelisim siirecinde parmaklarin sekillenmesi, derinin en i¢ tabakasinda bulunan
keratinosit hiicrelerinin epidermise dogru gocii ve stratum korneum’u yeniden
olusturmasi, incebarsak kriptlerindeki epitel hiicrelerin yenilenmesi, menstriiasyon
sirasinda endometriyumda gerceklesen epitel doku rejenerasyonu ya da dogumdan
sonra uterusta ve laktasyondan sonra meme de goriilen hormon bagiml
involusyonlar, kastrasyon sonrasi prostat atrofileri gibi olaylara katilabilir (122,

141).
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Viicudumuzda, her geg¢en saniyede milyonlarca hiicre apopitozisle
programli bir sekilde 6lmektedir. Hiicrelerin canliligini koruyabilmesi, hassas bir
teraziyi olusturan 2 kefedeki agirliklar misali, yapim (mitozis) ve programlanmis
olim (apopitozis) arasinda ki ince bir dengeye baglidir. Bu kefelerin birinin
apopitoz ya da diger tarafa kaymasi sonucu dengenin bozulmasi halinde,
organizmada bir takim patolojik durumun ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir.
Ornegin, cesitli viral enfeksiyonlar (Epstein-Barr, insan papillom viriisi),
norodejeneratif bozukluklar (Alzheimer hastaligl) ya da oto immun hastaliklar
(AIDS), apopitotik yolaklari uyarmakta ve buna endeksle artmis hiicre kayiplari
ile seyretmektedir. Kanser basta olmak iizere gesitli oto-immun rahatsizliklar da
ise apopitozis yolagi baskilanmaktadir (122, 142).

Neoplasmlar,  apopitozun regiilasyonunda gorevli genlerle yakindan
iligkilidir. Bdyle kanserle iligkili apopitoz uyarimi (timor siipresor) ve
baskilanmasimna (onkogen) katilan genlere sirasiyla pro-apopitotik ve anti-
apopitotik genler adi verilmektedir. Malign transformasyonlarin ortaya
cikmasinda apopitoz regiilasyonun da gorevli bu genlerdeki ¢esitli mutasyonlar

rol almaktadir (143).

3.3.5.1. Apopitozis ile Tlgili Parametreler

3.3.5.1.1. Apopitozis Regiilasyonunda p53 (TP53, tiimor proteini 53)

Genomun gardiyani olarak ta bilinen TP53 geni, insanda 17. kromozomun
kisa kolu tizerinde (17p13.1) yerlesmis halde bulunmaktadir. Kanserli kemirgen
ve insan hiicrelerinde, 53 kDa agirliginda ki p53 proteinini kodlayan TP53,

baslangicta onkogen olarak adlandirilsa da daha sonrasinda yapilan ¢esitli yaban
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tip TP53’e sahip rodent fibroblast hiicrelerinde neoplasmay1 baskilayici 6zellikler
sergiledigi ortaya konulmustur (144).

Ayrica meme kanseri ile birlikte kanser ¢esitlerinin % 50’sinde, TP53’iin
20.000’in tizerindeki mutasyonlari sorumlu tutulmaktadir (145, 146). Kalitimsal
olarak TP53’iin allellerinden birisi eksik ya da inaktif olarak diinyaya gelen
bireylerde daha erken yaslarda kansere yakalanma riskide artmaktadir (Cift vurus
hipotezi) (147). Ayrica kok hiicresinde mutant p53+ olan kisilerin prognozunun
negatif olanlara gore daha kotii oldugu bildirilmektedir (148).

Memelilerde hiicre siklusunun G-1 kontrol noktasinin bir diger
diizenleyicisi ise tiimor siipresor pS53 gen ailesidir. Genotoksik etmenlere
maruziyet (radyasyon, toksinler ya da kimyasal karsinojen ajanlar) sonucu hasarl
DNA’ya bir yanit olarak p53 hiicre dongiisiinii durdurarak hiicreye DNA onarimi
icin zaman kazandirir. Bunu da bir CDKI olan p21 proteini iizerinden (p21’°in
aktivitesi artar), pRb leri defosforile ederek (aktiflestirir), dur sinyallerini, G1-S
fazlar arasinda devreye sokarak siklusu blokaj altina almaktadir. Ayrica DNA
hasar1 eger tamir edilemeyecek kadar fazlaysa, bu durumda p53, hiicreyi
apopitozis yolagina yonlendirerek hiicrede ki Bax/Bax, Bax/Bc¢l-2, Bcl-2/Bcl-2
gibi apopitoz regiilasyonunda goérevli proteinlerin oranlarini diizenleyerek ve de
cesitli kaspazlarn (3-7-8 ve 9) aktive etmek kosulu ile hiicre Oliimiinii
saglamaktadir. p53 mutasyonu ya da kaybi olan hiicrelerde bu mekanizmalar
devre dis1 kalarak dur sinyalleri yerini siirekli proliferasyona birakarak hasarli

DNA ’larin birikimi ile malignite olusumu gozlenecektir (149-151).

53



3.3.5.1.2. Apopitozis Regiilasyonunda Bcl-2 ve Bax

Apopitozun gergeklesmesi igin, birgok mediatoriin etkisinin kesistigi temel
nokta mitokondriyumlardir. Bu nedenle mitokondrinin aktivasyonu apopitotik
siirecte, arttk geri doniislimii olmayan (irreverzbl) bir yolu isaret ettigi igin
onemlidir. Bununla birlikte B-cell lymphoma gene-2 (Bcl-2) protein ailesi
mitokondrideki aktivasyonunun ger¢eklesmesine neden olan en Onemli faktor
oldugundan, bu gen ailesini apopitozisin regiilasyonunda mihenk tas1 yapmaktadir
(152).

Bu gen ailesinde apopitozisi hem baskilayici hemde uyaric1 2 zit etkiye
sahip tyeler vardir. Literatiirde Bcl-2 ailesine her gegen giin yeni bir iye
eklenebilecegini akilda tutmak sart1 ile halen tanimlanmis 20 {iyesi bulunmaktadir.
Bu iiyelerden olan Bcl-2 basta olmak iizere Bcl-XL, Mcl-1 ve A1l/Bfl-1 gibi
genler apopitozisi baskilarken yani anti-apopitotik 6zellikler sergilerken; Bax
basta olmak iizere Bak, Bok/Mtd, Bad, Bik, Bid, Bim/Bod ve HrK gibi genlerin
ise apopitozisi indiikledikleri ve pro-apopitotik 6zellikte olduklar1 bildirilmektedir
(153-155).

Bcl-2 proteininin de i¢inde bulundugu apopitozisi baskilayan onkogenler,
anti-apopitotik etkilerini, mitokondri i¢ membraninda bulunan sitokrom C’nin
mitokondriden  sitozole salinmasimni engellemek sureti ile apopitozu
baskilamaktadir. Ayrica hiicre i¢indeki Bcl-2/Bax orani da; bir hiicrenin apopitoza
yonlendirilmesindeki en biiylik faktorlerden biri olarak goriilmektedir. Hiicrede bu
oranin artis1 apopitotik yolagin inhibisyonu ile sonuglanirken, bu oranin diisiik

olmasi o hiicrenin artik apopitotik yolaga gidecegi anlami tasimaktadir (156).
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Bir¢ok neoplasm durumlarinda da Bcl-2  genlerinin = bozulmus
fonksiyonlarina atfedilmektedir (153, 154). Premalign ve malign durumlar1 igeren
meme karsinomlarinda apopitozisin derecesi, Bcl-2 salimmmui ile negatif iliskili
olarak seyretmektedir (156). Ayrica literatiirde, tiimorlii meme dokularinda Bcl-
2’nin asirt ekspresyonunu gosteren bir¢ok calisma mevcuttur. Hatta yapilan
caligmalar yiiksek Bcl-2 diizeylerinin; meme kanserlerinde diisiik timdr derecesi,
diisiik proliferatif indeks, daha iyi prognoz ve ER/PR+ adjuvan tedaviye daha iyi
yanit ile iliskili oldugunu desteklemektedir (157, 158). Fakat suan igin Bcl-2
ekspresyonunun meme kanseri {izerine bagimsiz bir prognostik ya da prediktif bir
faktor oldugu noktasinda tam olarak net bir bilgi yoktur (159).

Bcl-2 iligkili X protein diye adlandirilan Bax proteini Bel-2 ailesine mensup,
pro-apopitotik 6zellikler sergilemektedir. Yapisi Bcl-2 ile %43 oraninda benzerdir
ve bu ozelliklerinden dolay1 Bel-2 ile homodimer ve heterodimerler olusturabilir.
Yukaridaki pargrafta da anlatildigi iizere hiicre i¢inde Bax’in Bcl-2’ye karsi
predominant konsantrasyonlarda olmasi apopitozisi artirmaktadir. Hiicreye 6lim
sinyallerinin ulastig1 durumlarda (6rnegin DNA hasarinin tamir edilemez
boyutlara ulagsmasi, p53’in apopitozu uyarmasit gibi), Bax geninin
ekspresyonunun artmasi ile hiicre iginde sitozolden mitokondri membranina
transloke olmasina neden olmaktadir (141). Mitokondri membranina yerlesen
Bax, anti-apopitotik etkili Bcl-2’yi nétralize ederek, gesitli pro-apopitotik adaptor
proteinlerinin yardimi1 ile bozulmus mitokondri transmembran por yapisi
sayesinde iyon kanallarinin agilmasina ve de sitokrom-c’nin sitozole salinmasina
sebep olur. Sitozolde serbestlesen sitokrom-c’nin prokaspaz-9’un (intrinsik

yolagin aktivasyonu), apopitotik proteaz aktive edici faktor-1 (apaf-1, prokaspaz
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9’un aktiflesmesini saglar) ve ATP ile kompleks yaparak apopitozomun
(apopitotik cisimcik) olusmasimna neden olur. Aktiflesen kaspaz da diger
kaspazlarin (kaspaz 3-6-7) aktivitesine yol acgarak hiicredeki cesitli hayati
proteinler ve DNA’nin pargalanmasi ile karakterize apopitozis siireci sekillenmis
olur (160).

Tim bu mekanizmalarla birlikte bazi 16semi, kolon ve meme kanser
cesitlerinin gelisiminde, Bax’in fonksiyon kaybinin rol oynadigi gosterilmistir
(161). Birgok meme kanseri ¢alismalarinda da Bax proteininin down regiilasyonu

su¢lanmaktadir (154, 162).

3.4. Meme Kanseri

3.4.1. Meme Kanseri ve Tarihgesi

Memeyi olusturan siit salgi bezleri (lobiil) ve kanallarini (duktus) ddseyen
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve viicudun ¢esitli yerlerine gog¢ edip ¢ogalmaya
devam etmelerini meme kanseri olarak tanmimlayabiliriz (163). Meme kanseri
hakkindaki bu tanimlamalar, yazarlarca degisse de insanlik tarihinin bilinen en
eski habis tiimoérii oldugu iddias1 ise suana kadar degismeyen tek gergek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

M.O 3000-2500’1i yillarda Misir’da yazilmis olan kansere ait ilk yazili kanit
olarak gosterilen Edwin Smith Papiriisii’'nde meme kanseri ameliyatlarina dair
Ozgiin bilgiler giin 15181na ¢ikmistir. ‘Meme dokunulamayacak durumda, sis ve
kanser memenin her yanina yayilmis oldugunda’ hastaligin ‘tedavisi yok’ diye
nitelendirilmis olmasi, giinlimiize kadar gelen yaklasik 5000 yil oncesinde bile

meme kanserinin varli§in1 ve dnemini gozler oniine sermistir. Misir donemine
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(M.O. 1600) ait parsdmenlerde koterizasyon (yakma) ile tedavi edilmis 8 meme
kanseri vakasi tanimlanmaktadir.

Daha sonralar1 ‘Tibbin ve saghigin Tanris1” diye adlandirilan Yunanli hekim
Hippokrates (M.0O. 460-370) tarafindan iyi huylu ve habis hastaliklarin ayrimi ilk
kez yapilmis, ‘carcinos’ ve ‘carcinoma’ ifadeleri ile tanimlanmistir. Hastaligin
basladig1 bolgeden diger organlara yayilmasini gozlemleyerek kanser igin,
muhtemelen seklinden dolay1 ‘crab’ kelimesini kullanmis olup daha sonra Romali
hekim Celcus tarafindan da Latincede ‘yenge¢’ anlamina gelen ayni sozciik ile
dillendirilmistir ve giiniimiizde de habis tiimorleri tanimlamak i¢in ‘cancer’
kelimesinin temelleri atilmistir. Ayrica o donemde meme kanserini ifade ederken
yayilan ve hatta 6liime neden olan bir hastalik olarak tanimlamislardir.

M.S.1. yiizyilda ise Iskenderiyeli Dr. Leonidas, meme tiimérlerinin cerrahi
miidahale ile ¢ikarilmasi ve koter (yakma) yaklasimlarimi ayrintili bir sekilde
yazilarinda isleyerek, bedende genis bir kesi ile belli bir boyuttaki tiimorlerin
cikarilabileceginden bahisle, giiniimiiziin cerrahi uygulamalarindaki onkolojik
prensiplerin temelleri bu donemde atilmistir. M.S. 200°de baska bir Yunanh
hekim Galen ise meme tiimorlerini, kanda siyah safra birikiminin sonucu olarak,
sekillenen sistemik bir hastalik olarak ifade ederken, tlimdrleri ise ‘oncos’
kelimesi ile kaleme almistir. Giinlimiizdeki ‘onkolog’ kelimesinin temellerini bu
zamanlara dayandirmamiza sebep olmustur (3).

Belgika’da 16. yiizyilda Andreas Vesalius tarafindan insan viicudunun
anatomik kesfiile cerrahi uygulamalar ilkel yaklagimlardan uzaklasmis, yeni
becerilerin gelismesine yol agmustir. Fransa ve Ingiltere’de 18. yiizy1lda, memede

cesitli ligament ve lenf damar aglarinin oldugu ortaya koyulmus ayn: donemde
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John Hunter (Isko¢’lu hekim) meme kanserinin nedeni olarak ‘siyah safra’ olarak
bilinen lenf sivisini nihayet ilk olarak nitelendirmistir. Bu donemde, memede basit
ve radikal cerrahi uygulamalari tibbi kayitlarda yer bulmustur.

Mikroskobun 19. yiizyilda bulunmasiyla, Almanya’da Rudolf Virchow ilk
kez normal hiicreler ile kanserli hiicreleri mikroskop altinda tanimlayarak hiicre
patolojinin bilimsel temellerini atmistir. Yine Alman bilim adami Miiller ise,
kanserin yasayan hiicrelerden olustugunu savunarak, metastazin ise bu hiicrelerin
yayilimdan ileri geldigini 6ne siirerek, meme kanserinin lenf damarlar1 yoluyla
koltuk alt1 lenf bezlerine yayilim gosterdigini savunmus ve kanserin olusumu ile
ilgili olarak hem ‘humoral’ teorilere artik son vermis, hem de giiniimiizde de hala
gecerliligini korumakta olan karsinogenez siireci ile ilgili bilgilerin temelini

olusturmustur (164).

3.4.2. Meme Karsinomlarinin Epidemiyolojisi

Diinya genelinde ve Tiirkiye’de meme kanserinin goriillme sikligi artig
gostermekte ve oliim riski iilkelere gore degismektedir. Diinya Saglik Orgiitii
Uluslararas1 Kanser Ajans1 (IARC) tarafindan 2012 yilinda yayimlanan Globocan
tahmini verilerine gore; diinya genelinde 2007 ile 2012 yillar1 arasinda yaklagik
6,3 milyon kadina meme kanseri tanis1t konmustur. Yine kadinlarda 2012 yilinda
yaklasik 1,7 milyon yeni vaka ile diinyada en sik goriilen kanser olmustur (Tablo
2). Genel olarak (kadin ve erkeklerde), akciger kanserinden (1,8 milyon) sonra en
sik goriilen ikinci kanser olarak anilmaktadir. Bu say1, tiim yeni kanser olgularinin
yaklasik olarak % 12'sini, kadmnlarda ise tiim kanserlerin % 25'ini temsil

etmektedir. Diinya genelinde hastalik yiikii olarak bakildiginda ise, 2012 yilinda 2
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milyon’a yakin (1.7) kadin meme kanserine yakalanmis ve yaklasik 522,000

kadin meme kanseri nedeniyle dlmiistiir (165, 166).

Tablo 2. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yayimlanan Globocan 2012
Verilerine Gore Kadinlarda En Sik Gériilen Ik Bes Kanserin Dagilim (166).

TURKIYE DUNYA IARC’aiiye 24  AB (28 iilke) ABD

MEME MEME MEME MEME MEME

TIiROID KOLOREKTAL KOLOREKTAL KOLOREKTAL AKCIiGER

UTERUS . .

KOLOREKTAL  (ouivci AKCIGER AKCIGER KOLOREKTAL
. e UTERUS UTERUS N

AKCIGER AKCIGER SEREReST KorpUSl TIROID

UTERUS UTERUS UTERUS UTERUS NTERUS

KORPUSU KORPUSU KORPUSU SERVIKSI

Amerikan Kanser Toplulugu'nun 2017 yil1 verilerine gore Amerika'da yeni

kanser tanis1 almis kadin sayisinin yaklasik 252,710, oldugu ve bunun yani sira

63,410 in-sutu meme kanseri tanist alan yeni olgularinda eklenebilecegini

vurgulayarak ayni yil igerisinde yaklasik olarak 40,610 kadinin, meme kanseri

nedeniyle hayatini kaybettigi belirtilmektedir (Sekil 11).
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Erkek Kadin
Prostat 161,360 19% Meme 252,710 30%
Akciger ve brong 116,990 14% Akciger ve brong 105,510 12%
Kolon ve rektum 71,420 9% Kolon ve rektum 64,010 8%
idrar torbasi 60,490 7% Uterus korpusu 61,380 7%
% Cildin Melanomu 52,170 6% Tiroid 42,470 5%
X~
©
= Bobrek ve renal pelvis 40,610 5% Cildin Melanomu 34,940 4%
c
GJ
'>E- Non-Hodgkin lenfoma 40,080 5% Non-Hodgkin lenfoma 32,160 4%
E
,-E" Losemi 36,290 4% Losemi 25,840 3%
Oral kavite ve farinks 35,720 4% Pankreas 25,700 3%
- . . 29,200 3%
K trahepatik ¢
S:frrzc:iira\llle s~ Bobrek ve renal pelvis 23,380 3%
Toplam 836,150 100% Toplam 852,630 100%
Erkek Kadin
Akciger ve brong 84,590 27% Akciger ve brong 71,280 25%
Kolon ve rektum 27,150 9% Meme 40,610 14%
Prostat 26,730 8% Kolon ve rektum 23,110 8%
Pankreas 22,300 7% Pankreas 20,790 7%
- . . 19,610 6%
SK:frr zc:(g;ra‘l’le intrahepatik Yumurtalik 14,080 5%
g
5 Losemi 14,300 4% Uterus korpusu 10,920 4%
o)
g Yemek borusu 12,720 4% Losemi 10,200 4%
-E 9,310 3%
. . . , (]
idrar torbas! 12,240 4% Karaciger ve intrahepatik
safra kanali
Non-Hodgkin lenfoma 11,450 4% Non-Hodgkin lenfoma 8,690 3%
9,620 3% 7,080 3%
Beyin ve diger sinir sistemi Beyin ve diger sinir sistemi
Toplam 318,420 100% Toplam 282,500 100%

Sekil 11. Amerika’da 2017 Yilina Ait Tahmini Yeni Kanser Tanis1 Alan ve Kanserden

Olen Kisilerin Sayisi ve Oranlar1. (167)
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Tiurkiye’de ise kadinlarda goriilen meme kanserinin yasa standardize
insidans hizlar ile birlikte 6liim oranlar1 da artarak devam etmekte olup, meme

kanseri kadinlarda kansere bagli 6liimlerin basinda yer almaktadir (Sekil 12).

2002 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Meme 31,9 40,6 38,6 44,2 46,8 459 43,0
Tiroid 3,5 18,6 18,1 204 203 213 20,7
Kolorektal 9,3 13,4 13,1 13,3 15,2 15,3 13,8
Uterus Korpusu 43 93 9,6 10,5 10,1 9,9 9,8
Trakea, Akciger ve Brong 5,2 81 8,0 78 9,3 10,0 8,7
Mide 6,0 8,1 72 79 78 71 6,5
Over 59 6,9 6,6 73 73 7,0 6,1
Non-Hodgkin Lenfoma 1,2 53 5,3 5,0 5,2 5,3 5,0
Beyin, Diger Sinir Sistemi 3,8 5,0 44 45 4,7 4,7 41
Uterus Serviksi 3,9 45 40 45 4,5 4,6 40

Sekil 12. Kadinlarda Gériilen Meme Kanserinin Yasa Standardize Insidans Hizlariin
2002,2009-2014 Yillar1 Arasindaki Dagilimi (Diinya Standart Niifusu,100.000 Kiside),
Tiirkiye (166)

Saglik Bakanhigi, Tirkiye Halk Sagligt Kurumu’nun 2016 yilinda
yayimlamis oldugu kanser istatistikleri ana raporuna gore, Tirkiye’de 2013
yilinda toplam olarak yaklasik 174 bin kisiye kanser tanis1 konulmus ve bunlarin
71.233’iiniin kadinlarda goriildiigii belirlenmistir. Kadinlarda goriilen en yaygin
kanserlerin yaklasik olarak % “iinii ise (17.531 olgu, %24,9) yine meme kanserleri
olusturmaktadir (Sekil 13). Ulkemizde meme kanseri tanisi alan kadmlarin
%45’inin 50-69 yas arasinda oldugu, %40’ min ise 25-49 yas araliginda yer aldig

goriimektedir (Sekil 14). (166).
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Sekil 14. Meme Kanserinin Kadinlarda Yasa Ozel Hizlar1 Tiirkiye (166)

Ozellikle iilkemizinde i¢inde bulundugu gelismekte olan iilkelerde meme
kanseri insidansinin gelismis iilkelere kiyasla daha az olmasi bizler i¢in umut
verici bir sonug¢ gibi gozikse de ancak kansere bagli mortalite oranlarina
bakildiginda gelismis iilkelerde bu sayinin daha az oldugu karsimiza ¢ikmaktadir.
Ulkeler arasindaki meme kanseri insidansindaki bu farkin sebebi kesin olarak

bilinmemekle birlikte gelismis iilkelerde yasli niifusun fazla olmasi, beslenme
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aligkanliklarinin farkli olmasi (obezite), fiziksel aktivite azlig1 gibi endiistrilesme
sirasinda ortaya c¢ikan sosyo-kiiltiirel degisikliklerden kaynaklandigi 6n
goriliirken, mortalitedeki farkliliklarin ise gelismemis {ilkelerde hastalikla ilgili
tani, tarama ve tedavi hizmetlerine ulasimin giic olmasi, egitim seviyesindeki
yetersizlikler ve konu hakkinda farkindaligin az olmasi gibi nedenlerden
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Tarama ve tedavi protokollerindeki
ilerlemelerden dolayi, son yillarda meme kanserine bagli 6limlerde ciddi bir
azalma kaydedilmis olup, gecen 50 yila kiyasla, 5 yillik sag kalim oranlarinda

%63’den %90’lara kadar bir artisin oldugu bildirilmistir (166-168).

3.4.3. Meme Karsinomlarinin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Meme kanserinin olus nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ancak
epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen veriler sonucu meme kanserine
yakalanma ihtimalini artiran bazi risk faktorleri ve risk degerlendirme modelleri
kullanilarak farkli sekilde kategorize edilmektedir (169). Genel olarak meme
kanseri risk faktorlerini 5 baglik altinda siralayabiliriz;

o Demografik Ozellikler (Cografik Ozellikler, Cinsiyet, Yas, Irk/Etnik

Ozellik)

o Endokrin Etkenler (Reprodiiktif Oykii; menarj/menopoz yasi, ilk Tam
donem Hamilelik/ilk dogum yas1 ve sayisi, laktasyon, infertilite/abortus,

Endojen Hormonlar; ostrojenler, androjenler, Ekzojen Hormanlar; oral

kontraseptifler [OKS], hormon replasman tedavisi [HRT])
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. Aile Hikayesi ve Genetik Yatkinhk

. Cevresel Etkenler (Viicut Agirhg ve Obezite, Alkol Kullamm, Sigara
Kullanimi, Radyasyona Maruziyet, Fiziksel Aktivite, Sosyoekonomik
diizey)

o Diger Etkenler (Kisisel Meme Kanseri Oykiisii, Meme Dokusunun
Yogunlugu, Proliferatif Meme Hastaliklari, Beslenme Aliskanhgi, Non-

steroid anti-inflamatuvar [NSAID] Kullanimi, Mikrobiata degisimi)

3.4.3.1. Demografik Ozellikler

Cografik Ozellikler: Diinyanm ¢esitli iilkelerinde meme kanserinin
insidans1 farklilik gostermektedir. Nitekim Japonya ve Tayvan ‘da Amerika
Birlesik Devletleri’'ne gore bes kat daha azdir. Eskimolarda kanser vakasi
neredeyse yok denecek kadar azdir (170). Meme kanseri olgularinin Avrupa
ilkelerinde, Asya ve diger iilkelere gore yaklasik 5-6 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir (14, 141).

Cinsiyet ve Yas: Meme kanserleri sadece kadinlarda degil ayni zaman da
erkeklerde de gortlebilir, fakat erkeklerdeki insidansi kadinlara kiyasla 100 kat
daha diisiiktiir. Kadinlar arasinda meme kanserinde en onemli risk faktorlerinin
basinda yasin ilerlemesi gelmektedir. Bir kadinin hayat boyu meme kanserine
yakalanma riski, 25 yas ve altinda ¢ok distktir (1/19.608’lerle ifade
edilmektedir), 55 yasnda (1/33), menopoz sonrasindaki donemlerde ise yavas bir
yiikselme gozlenirken 80 yasindaki kadinlarda bu oran 1/8’lere kadar

cikabilmektedir (171). Giiniimiizde ise kadinlarda meme kanseri tan1 yasi ortanca
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degeri yaklasik Amerika’da 61, Afrika’da 48, Tirkiye’de ise 53 olarak
bildirilmektedir (172).

Irk ve Etnik Ozellikler: Meme kanserinin goriilme siklig1 agisindan etnik
gruplar arasinda bazi farkliliklar s6z konusu olabilir. Meme kanserinin insidans
hiz1 zenci kadinlara oranla beyaz kadin irkinda %20 oranda daha fazla oldugu
bildirilirken, mortalite oranlarinda ki iliski ise tam tersidir. Amerikada yasayan
Japon kadinlarda meme kanseri insidansi kendi yasamlar1 suresince pek
degismezken, Amerikan kadinlarina gore kiyaslandiginda daha azdir (170).
Ayrica yapilan bir ¢calismaya gore (173), Askenazi Yahudi kadinlarda BRCA-1 ve
BRCA-2 gen mutasyonlarinin yiiksek oldugu gdsterilmis, bunun bir sonucu olarak
bu kadimnlarim hayatlar1 boyunca meme kanserine yakalanma risklerinin %85’e

kadar ¢iktig1 ifade edilmistir.

3.4.3.2. Endokrin Etkenler

3.4.3.2.1. Reprodiiktif Oykii

Menarj/Menopoz Yasi: Kadinlarda erken goriillen menarj (13 yasindan
once) ve gec girilmis menopoz (55 yasindan sonra) yaslari meme kanseri riskini
artiran faktorlerdendir (171, 174). 13 yasindan once adet gormeye baslayan bir
kadinda meme kanseri rolatif riskinin, daha sonraki yaslarda adet olan
kadinlarinkinden iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Herhangi bir preparat
kullanmadan 55 yasindan sonra aktif menstriiel siklusu biten kadinlardaki riskin
ise, 45 yasindan daha once adetten kesilenlere gore iki kat daha yiiksek oldugu

vurgulanmistir (175, 176).
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IIk Term Donem Hamilelik/ilk Canh Dogum Yasi ve Sayisi: Ilk term
donem hamileligin ve ilk gebe kalma yasinin meme kanseri riski ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Term donemi gebelik gegiren kadinlarin meme epitelindeki
terminal differansiyasyonlarin dahi meme kanserine karsi koruyucu oldugu
dolayisiyla ilk canli dogumun daha ileri bir yasta gergeklesmesi (30 yasindan
sonra) ya da nulluparite sonucu meme kanserinin gelisim riskinin yaklasik 2 kat
fazla oldugu ifade edilmektedir (177). Ik ¢ocugunu 30 yasindan sonra diinyaya
getiren kadinlarda, meme kanseri goriilme oram1 18 yasindan 6nce doguranlara
gore yaklasik 2 ile 5 kat arasinda artis gostermekte olup hatta ikinci ¢ocugu da
erken yasta dogurmanin meme kanseri riskini azalttig1 belirtilmis olsa da hala
multiparitenin meme kanserinden koruyucu etkisi tartismalidir (171, 176- 178).
Tiim bunlarin yaninda gebeligin ilk trimesterinin sonlarina dogru Ostradiol ve
progesteron diizeylerinde goriilen artislar (ilk gebelikte digerlerine nazaran daha
yiikksek diizeylerde seyreder), kadinlarda meme kanseri gelisimi yoniinden
getirecegi olumsuz etkilere ragmen, erken yastaki hamileligin hangi mekanizmalar
ile meme kanseri riskini azalttig1 heniiz netlik kazanmamistir. Erken yastaki
hamileligin meme epiteli maturasyonunu indiikleyerek, kisiyi karsinogenlere karsi
daha direncli hale getirebilecegi diisiiniilebilir (178).

Laktasyon/Emzirme: Menapoz oncesi donemdeki meme kanseri riski
bakimindan, emziren bayanlarin, emzirmeyenlere gore iki kat daha az risk tasidig
gozlenirken menapoz sonrasinda ise emzirmis olanlarda meme kanseri gelisimi
riski yaklasik 5,5 kat azaldigi bildirilmistir (179). Hamilelik sonrasinda meme
dokusunda c¢esitli radikal degisiklikler izlenmektedir. Bunlarin baginda heniiz

fonksiyonel olmayan bezlerin, siit iireten bir yapiya biirlinmesi gelmektedir.
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Emzirme ile birlikte degismis olan hormonlar ve histolojik yapilar sayesinde
meme kanseri gelisimi riskinin azaldigr bildirilmistir (180). Yapilan arastirmalar
sonucunda, goriilen histolojik degisikliklerle erken yastaki hamileligin meme
epitelini kansere Kkarsi daha direngli hale getirdigi, artmis prolaktin diizeyleri
sayesinde menstrilasyonun baskilanmasi ve 0Ostrojen hakimiyetinin azalmasi
sonucu ovulasyon sayisinin diisiiriilmesi ve yasam boyu goriilecek olan siklus
sayisinin azalmasi sayesinde emzirmenin meme kanseri riskini azalttigi
ongoriilmektedir (2, 180).

Infertilite/Abortus: Infertilite ve infertilite tedavisinin meme kanseri riskini
azalttig1 ve artirdigi yondeki veriler c¢eliskili olup, tibbi ya da spontan olarak
gerceklesen abortun da artmis meme kanseri ile bir iligkisi heniiz

gosterilememistir (181, 182).

3.4.3.2.2. Endojen Hormonlar

Ostrojenler: Kadinlarda  endojen  Ostrojen  hormonunun %75,
ovaryumlarda bulunan graaf folikiillerinin granuloza hiicrelerinden sentezlenirken
geri kalan kismi ise plesanta, korpus Iluteum, periferal yag dokusunda
sentezlenmektedir. Erkeklerde ise endojen Ostrojen hormonun esas kaynag testis
dokusudur. Ostrojen hormonlar;; embriyonik ve fotal gelisimde, kadinlarin
sekonder seksiiel karakterlerinin sekillenmesinde, tireme dongiisii, fertilite ve
gebeligin devamliliginda, endometrial hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda, kemik
yogunlugunun korunmasinda ve ¢esitli metabolik olaylarda gorev alirlar (183).
Endojen olarak olusan Gstrojenler, kolesterolden tiireyen C18 steroid yapisinda

olup, ostron (El), 17B-0stradiol (E2) ve 0striol (E3) olmak iizere ii¢ tiptir.

67



Kadinlarda bulunan bu hormonlar arasinda en baskin olanmi Ostradiol, en zayif
etkili olani ise Ostrondur (184). Menars ile menopoz arasi dénemde, ovarial
kaynakli Ostrojen hormonlarinin (6zellikle 6stradiol) diizeyleri, kanda en yogun
konsantrasyonlarda iken gebelikte ve menopozdan sonra ise yerini adrenal
bezlerden salgilanan dehidroepiandrosteronun (DHEA) aromatizasyonu
almaktadir (6zellikle Gstron diizeyi artmaktadir) (185).

Ostrojenler, meme dokusundaki normal ve neoplastik hiicrelerin biiyiimesini
uyarirlar. Ayrica tiimor hiicrelerinden biiylime faktorlerinin salgilanmasina,
mitotik aktivitenin indiiklenmesine sebep olarak meme dokusuna genotoksik etki
gosterebilirler (186).

Endojen &strojenlere maruz kalinan siiredeki artisin meme kanseri goriilme
riskindeki artigla iliskili oldugu, bu siirenin azalmasinin ise koruyucu oldugu
diisiiniilmektedir. Anovulator donemleri kisa siiren (gerek erken yaslarda menarj
olan, gerekse menstriiel siklusu ge¢ sonlanan) kadinlarda meme kanserinin
gelisim riskinin, kisa silire 6strojen hormonuna maruz kalan kadinlara gore ytiksek
olmasi, memede ki artan duktal doku hiicrelerinin proliferasyonu ve artan DNA
hasar1 (mutasyonu) ile iliskilendirilmektedir (187).

Androjenler: Baglica  androjenler;  dehidroepiandrosteron  (DHEA),
dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), androstenediol, androstenedion ve
testosterondur. Bu hormonlar da Ostrojen hormonlar1 gibi steroid yapida olup
kolesterolden sentezlenmektedir. Testis basta olmak {izere (testosteron iiretiminin
%951, leyding hiicreleri), viicutta {iretilen androjenlerin yarisindan fazlasi adrenal
korteks kaynaklidir. Erkeklerde seks karakterlerinin gelisimi ve siirdiiriilmesi,

spermatogenezin baslatilmast ve devami gibi lireme fonksiyonlarinin yaninda
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cesitli metabolik olaylarda gérev alirlar (188). Meme, over, testis, plasenta, beyin
ve adipoz doku gibi hedef hiicrelerde bulunan aromataz enzimleri sayesinde
ozellikle testosteron ve androstenedion tek basamakta Ostrodiol ve Ostron gibi
cesitli Ostrojen hormonlarima doniiserek post menopozal kadinlarda en onemli
endojen Ostrojen kaynaginmi olusturmaktadir. Bu nedenle androjenler meme
kanseri i¢in bir risk faktorii haline gelir. Ayrica postmenopozal meme kanserli

olgularda androjen diizeyinin yiiksek oldugu bildirilmistir (189).

3.4.3.2.3. Ekzojen Hormonlar

Oral Kontraseptif (OKS) Kullanimi: Meme kanseri gelisiminde bir risk
faktorii oldugu ifade edilen ekzojen seks steroidlerine maruziyetin OKS’yi
kullanan kadinlarda, meme kanseri gelisme riskinin arttigi bildirilmektedir. Ilk
gebeliginden 10 y1l dnce OKS kullanmis geng kadinlarda bu riskin daha da arttigi
ve yaklasik 9%30-40 arasinda oldugu rapor edilmistir Ayrica OKS kullanimina
bagli meme kanseri tanisi alan kadinlarda tiimoriin daha az agresif seyrettigi ve
tedavi sansmin daha fazla oldugu bildirilmistir (178, 190). Son zamanlarda
iceriginde yiiksek dozda bulunan Ostrojen ve progesteron gibi cesitli steroid
hormonlarin dozu azaltilarak, yeni OKS preparatlar1 piyasaya stiriilmiistir (191).
Asil amaci ovulasyonu baskilayarak istenmeyen gebeligin onlenmesi olan OKS
kullaniminin meme hiicrelerinde stimulan etki gostererek meme kanseri gelisim
riskini artirdiklari goriisii hala netlik kazanmamistir (192).

Hormon Replasman Tedavisi (HRT): HRT genellikle kadinlarin
yasamlariin peri/postmenopozal donemlerinde vuku bulan klimakterik bulgularin

diizenlenmesi ve bu siirecte daha konforlu bir yasam idame etmeleri i¢in tek
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Ostrojen ya da Ostrojen-progesteron kombinasyonlarindan olusan ¢esitli tip
formulasyonlar halinde uygulanirlar (193).

Tek basina Ostrojen hormonu ile yapilan replasman tedavisinin uzun siire
kullanimina (10’ yildan fazla) bagli olarak meme kanseri gelisme riskinin ¢ok
diisiik oldugu, replasman tedavisinin bitiminden 5 yil sonra ise var olan bu diisiik
riskinde ortadan kalktig1 rapor edilmistir (194). Son yapilan bir arastirmaya gore
Ostrojen-progesteron  kombinasyonu hormon replasman tedavisinin sadece
Ostrojen replasman tedavisine gére meme kanseri gelisimi riskinin yaklasik olarak

2 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir (195).

3.4.3.3. Aile Hikayesi ve Genetik Yatkinhk

Meme kanserinde en iyi bilinen risk faktdrlerinden olan aile hikayesi, tiim
kadinlarda meydana gelen meme kanserlerinin yaklasik %]1’inden sorumlu
tutulmaktadir (196). Artmis ailesel meme kanseri riski, ailede meme kanserine
yakalanan baska birey ya da bireylerin olup olmamasina, meme kanserine
yakalanan kisi ya da kisilerle olan yakinlik derecesine ve bu aile bireylerinde
meme kanserinin gorildiigli yasa bagli olarak degismektedir. Birinci derece
akrabalarindan (anne, kiz, kiz kardes) sadece bir tanesi meme kanseri tanisi almig
bir kadinda, risk yaklastk 2 kat artmaktayken, vyine birinci dereceden
akrabalarindan iki ya da daha fazla kiside meme kanserinin olmasi, riski yaklasik
4-6 kat daha artirmaktadir. Ayrica akrabalarindan biri 50 yasindan kii¢iik ve
bilateral meme kanserine sahipse bu kisi i¢cin yasami boyunca meme kanseri

goriilme riski cok daha (%50) artmaktadir (197).

70



Artmis ailesel meme kanserinin aksine genetik yatkinlik sonucu meme
kanserine yakalanma riskinin ¢ok daha yiiksek oldugu ve tiim meme kanserinin
yaklagik %5-10"unun herediter kaynakli oldugu 6ngériilmiistiir (198). Herediter
meme kanseri yatkinligina sebep olan gen mutasyonlarina en 1yi 6rnek ise 1990’
yillarda ‘meme kanseri yatkinlik genleri’ diye ilk kez tanimlanmis olan BRCA-1
ve BRCA-2 (Breast cancer susceptibility genes) tiimoOr supressér genlerinde
goriilen mutasyonlar verilebilir. BRCA-1 geni 17. kromozomun uzun kolunda
lokalizedir (17q21). Bu gen bdlgesinde bilinenen 1500’iin iizerinde mutasyon
tanimlanmistir. BRCA-1 genindeki mutasyonlar, ailesel meme kanserinin yani
sira ovaryum kanserlerinin gelisiminde de onemli bir risk faktorii olarak
suclanmaktadir. BRCA-2 geni ise 13. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir
(13q12). Bu gen bdlgesi ilizerinde ise bugiine kadar 1800’1 askin mutasyonun
oldugu bildirilmistir. BRCA-2 mutasyonlarinin ise 6zellikle erkeklerde gelisen
meme kanseri riski ile iliskili oldugu bildirilmektedir (167, 199, 200). BRCA-1
gen defekti bulunan kisilerde yasam boyu meme kanseri gelisme riski %40-80,
over kanseri gelisme riski %40 iken, BRCA-2 gen mutasyonu olan kisilerde
hayatlar1 boyunca meme kanseri gelisme riski %40-70, over kanseri gelisme riski
ise %20 olarak ifade edilmektedir. Ayrica meme kanserinin gelisimine p53, Li-
Fraumeni Sendromu (CHECK-2), Boder-Sedgwick Sendromu veya Louis-Bar
Sendromu (ATM), Cowden Sendromu (PTEN), Muir-Torre/Herediter
Nonpolipozis Kolorektal Kanser (MSH-1/2), Peutz-Jeghers Sendromu (STK-
11/LKB-1) gibi gen mutasyonlar1 ve herediter sendromlarinda istirak ettigi

bildirilmektedir (197, 201).
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3.4.3.4. Cevresel Etkenler

Viicut Agirhg1 ve Obezite: Viicut agirligi ile meme kanseri gelisimi
arasindaki iliski farklilik arz etmektedir. Ornegin asir1 kilolu ya da obez olarak
diinyaya gelmis bayanlarda meme kanseri gelisim riski stabilken, adolesan
donemden sonra asir1 kilo almis ya da obez olanlarda ise bu riskin arttig1
gorilmektedir. Obezite daha c¢ok postmenapozal donemlerde meme kanseri
gelisiminde artmis bir risk faktorii (zayiflara gore %30-50 daha fazla) olarak
karsimiza ¢ikarken, premenapozal kadinlarda ise artmis viicut agirligi ile meme
kanseri gelisme riski arasinda ters bir iliski oldugu vurgulanmaktadir (202-204).
Post menapozal donemde asir1 kiloya sahip (BMI >30 kg/m2) kadinlarda, adipoz
dokunun fazla olmasindan ileri gelen bu olumsuz durum, menapozla birlikte
kadinlarda ovarian aktivitede gozlenen diislis sonucu, Ostrojenin ana kaynaginin
yag dokuya geg¢mesi (adrenal bezlerden salgilanan androjenlerden aromatizan
enzimler araciligiyla Ostrojen sentezinin artmasi) ile sinerjitik bir etki
gostermektedir. Bu etki artan yagli dokuya bagli olarak aromataz enzim
miktarlarinin artmas1 ve yaglh dokudaki artisin, kandaki androjenleri ve
Ostrojenleri baglayan Seks Hormon Bagli Globulin (SHBG) miktarinin diismesi
ile agiklanmaktadir. Tiim bunlarin bir sonucu olarak kanda serbest androjen ve
Ostrojen diizeylerindeki artiglar, hedef doku olan meme dokusunun siirekli
proliferasyon ile karsi karsiya kalmasimna ve bdylece meme kanseri gelisimine
neden olmaktadir. Ayrica yag dokusu cesitli yagda ¢oziinen ksenobiyotikleri ve
toksinleri depo edip, karsinojen ajanlara siirekli kaynak saglayabilir ve bu haliyle
de kanserin gelismesine predispozisyon olusturabilecegi unutulmamalidir (167,

205, 206). Obez premenapozal kadinlardaki azalmig risk, uzamis anovulatuar
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menstriiel aktiviteye olan egilimin artmasi sonucu total dstrojen diizeylerindeki
diisise bagli olarak meme dokusunun 0Ostrojen etkisinden kurtulmasi ile
aciklanabilir (203, 204, 207).

Alkol Kullanimi: Epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen verilere gore;
alkoliin tiiketilen miktar1 ve alim siiresi ile iliskili olarak kadinlarda meme kanseri
gelisme riskinin arttig1 belirlenmistir (207). Hig¢ alkol tiiketmeyen kadinlarda
meme kanserinin gelisme riskinin, haftada 3-6 kadeh alkol (gilinliik 5-9 gr’a denk
gelecek sekilde) kullanan kadinlardan, daha fazla oldugu bildirilmektedir (208).
Alkol almmi ile ¢esitli vitaminlerin (Folat, C ve A vitamini gibi)
metabolizmalarinda da bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Alkoliin kendisinin bash
basina metabolizma i¢in toksik bir ajan olmasi ve herseyin 6tesinde premenopozal
kadinlarda alkol aliminin 6stradiol diizeylerini ve biyoyararlanimini artirmasi,
alkolu meme kanseri gelisimi i¢in potansiyel bir risk faktorii yapmaktadir. Ayrica
Ostrojen reseptdr (+) meme kanseri gelisiminde de bir risk faktorli olarak
suglanmaktadir (209, 210).

Sigara Kullanimi: Sigara kullaniminin, meme kanseri i¢in bir risk faktori
diye nitelendirilebilmesi ile ilgili goriisler net degildir. Meme kanseri gelisiminde
ancak baska risk faktorleri ile birlikte degerlendirildigi zaman sigara kullaniminin
riski artirdig1 yoniinde goriisler ileri siiriilmektedir (211).

Radyasyona Maruziyet: Radyasyona maruziyetin tiim kanserler gibi
meme kanseri goriilme riskini de artirdig1 II. Diinya savasindan beri bilinmektedir.
Ergenlik donemleri basta olmak iizere (memenin gelistigi aktif donem olmasi
nedeni ile), yasamin 3.dekatina kadar ki yaslarda iyonize radyasyona maruz

kalmak meme kanseri gelisimi riskini artirmaktadir. Kirkbes yasin {istiindeki
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kadinlarda tam1 ya da tedavi i¢in radyasyona maruz kalma; yapilan islemin
faydasinin daha agir basmasi sonucu meme Kkanserinin gelisimini ¢ok fazla
etkilemedigi raporlanmis ve genetik yatkinligi olmayan bayanlar i¢in dikkate
deger bir risk teskil etmiyecegi goriisti hakim olmustur (197, 212).

Fiziksel Aktivite: Meme kanseri gelismesinde, tek basina fiziksel
aktivitenin roliinii ortaya koyan ¢alismalara sik rastlanilmamaktadir. Fakat yapilan
cesitli meta-analiz ve kohart calismalar1 sonucunda fiziksel aktivite yapan
ozellikle premenapozdaki kadinlarin meme kanserine yakalanma risklerinin % 19-
60 daha az olduguna dair bulgular rapor edilmistir (213, 214). Ayrica agir
egzersizlerin adelosan ¢agindaki bayanlarda hormonal dengede akut degisiklilere
sebep olarak sekonder amenorelerin goriilmesine neden olabilecegi bildirilmistir.
Ancak meme kanseri gelisme riskini azaltmak i¢in ise 6zellikle yetiskin bireylerin
orta tempoda en az 1.5 saat ya da hizli tempoda 1saat civarinda, haftalik diizenli
egzersiz yapmalar1 gerektigi ongoriillmektedir (196, 215).

Sosyoekonomik Diizey: Sosyoekonomik diizey ile meme kanseri gelisimi
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve de sosyoekonomik diizeyin artmasi ile
meme kanseri riskinin de 2 kat arttig1 bildirilmesine ragmen bu etken tek basina
bir risk faktdrii olarak diisiiniilmemektedir. Ozellikle reprodiiktif aliskanliklarla

iliskili oldugu bildirilmektedir (167).

3.4.3.5. Diger Etkenler

Kisisel Meme Kanseri Oykiisii: Hayatinin 6nceki donemlerinde meme
kanseri tanisi alan bayanlarda, hayatinin sonraki zamanlarinda meme kanserinin

tekrar goriilme riski yiiksektir. Kirk yasin altinda meme kanseri tanisi almig
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bayanlarda yeni meme kanseri gelisimi i¢in ifade edilen riskin yaklasik 4-5 kat
daha fazla oldugu bildirilmektedir (2).

Proliferatif Meme Hastaliklari: Benign meme hastaliklar1 genis bir
patolojiye sahip olmakla birlikte bazi tiplerinin meme kanseri gelisimi ile
iliskilendirildigi anlasilmaktadir. Non proliferatif ve proliferatif olmak iizere 2 ana
gruba ayrilir. Tek non-proliferatif lezyonlarin (fibrokistik degisliklikler, hafif
derecedeki hiperplaziler vb.) meme kanseri riski i¢in ¢ok anlamli bir artis
olusturmadiklari, fakat bu lezyonlarin sayisindaki artisin ise riski az da olsa
artirabilecegi raporlanmistir. Proliferatif meme lezyonlari ise 6zellikle sitolojik alt
ozelligine gore non invaziv ve invaziv meme kanserleri ile iligskilendirilmektedir.
Atipisiz proliferatif lezyonlarmm (kompleks fibroadenom, florid hiperplazi,
intraduktal papillom vb.) meme kanseri gelisiminde yaklasik iki kat risk artisina
sebep oldugu bildirilirken, atipili proliferatif lezyonlarin ise (atipik duktal/lobular
hiperplazi vb.) yaklasik bes kat risk artisina sebep oldugu hatta atipinin multifokal
ozellikte olmasi riski de on kata kadar arttig1 bildirilmektedir (216, 217).

Meme Dokusunun Yogunlugu: Mamografik tan1 yontemi ile belirlenen
meme dokusunda ki artmis yogunluk, bir yandan memenin fibr6z ve glanduler
yapilardan zenginligini ortaya koyarken diger yandan bagimsiz olarak artmis
meme kanseri gelisim riski ile iligkilendirilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalara
gore; yogunlugu artmis meme yapisina sahip olan kadinlarda, normal meme
yapisina (yogun olmayan, yag dokusu yiiksek) sahip olan kadinlara gére meme
kanseri gortilme riskinin yaklasik 4,5 kat arttig1 ortaya konulmustur (218).

Beslenme Alskanhg@i: Bazi arastiricilar meyve, sebze ve lif yoniinden

zengin, yag yoniinden fakir dietlerle beslenmenin meme kanseri gelisim agisindan
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daha distik risk olusturdugunu saptamislardir (10). Meme kanserinin tilkelere
gore farkli insidans gostermesi, iilkelerin beslenme aliskanliklarinda ki dietsel
farkliliklar1 6n plana ¢ikarmaktadir. Nitekim deney hayvanlar1 tizerinde
yiriitilmiis bir ¢alismanin sonucuna gore; yag icerigi yiiksek olan diyetle
(Amerikan diyeti ile benzer) beslenmenin, yag miktar1 daha diisiik olan diyetle
(Japon diyeti ile benzer) beslenmeye gére meme kanserinin gelisimi agisindan
daha kolaylastiric1 oldugu ve 6zellikle doymamis yag tliketiminin doymus yag
tilketimine gore tiimdr insidansini ve tiimdr gelisim hizini artirdigi gosterilmistir
(219, 220). Ayrica insanlarda zeytinyagi gibi tekli doymamis yaglarin kanser
gelisim riskini diislirdigli bildirilmis olup, dietlerinde zeytin yagi igerigi fazla
olan Akdeniz kadinlarinin, Amerikan kadinlarina gore daha az meme kanserine
yakalanma risklerinin oldugu ortaya konulmustur (221). Birgok flavonoid i¢reren
meyve ve sebzelerin icerisindeki fitodstrojenler viicuttaki konsantrasyonlarina
bagli olarak zayif Gstrojen etkili ya da Gstrojen antagonisti etki olusturmaktadir.
Ozellikle premenapozal dénemde bulunan kadinlarda yiiksek fitodstrojen alimi ile
hedef doku olan meme dokusundaki endojen Gstrojen maruziyeti azalarak meme
kanseri gelisim riski azalmaktadir. Postmenapozal donemdeki kadinlarda ise
fitodstrojenler endojen Ostrojen diizeyini yiikselttigi bildirilmektedir (222). Ayrica
arastiricilar (209). A, C, E ve B-9 gibi vitaminleri ve selenyum gibi mineralleri
igeren meyve, sebze ve gidalarin tiikketiminin tiim kanserlerde oldugu gibi meme
kanseri riskini de azalttigini ileri stirmektedir.

Non-steroid anti-inflamatuvar ilaclarn  (NSAID) Kullanimi:
NSAID’lerin kullanimlar1 bircok kanser cesidinde risk azaltici faktor olarak

gosterilirken, meme kanserinde NSAID’lerin kullanimina bagli olarak yapilan
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caligmalarda, meme kanseri acisindan gelisim riskini azalttiklar1 yoniindeki
kayitlar farklilik arz etmekte olup, sadece bir randomize calismada Aspirinin
meme kanserine yakalanma agisindan koruyuculugu gosterilmistir (223, 224).
Mikrobiatanin Degisimi: Son zamanlarda yapilan yeni ¢alismalarda (225,
226), mikrobiyotik degisiklerin multifaktoriyel-karsinogenez siirecinde aktif
olarak rol aldigina isaret edilmekte olup, 6zellikle antibiyotik kullanimina bagl
degisen mikrobiyotanin Ostrojen metabolizmasinda degisimlere sebep oldugu ve
boylece meme kanseri gelisiminde bir risk faktorii olarak ortaya ¢iktigi

bildirilmistir.

3.4.4. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

3.4.4.1. Meme Kanserlerinde Histopatolojik Simiflandirma

Histolojik karakterizasyonuna gére meme malignetelerinin gogu (>%95)
epitel doku kaynakliyken bir kisminin ise glandiiler doku (salgi bezleri), yag, kas
ve bag dokudan orjin aldig bildirilmektedir. Epitel hiicrelerden koken alan
tiimorler karsinom, glandiiler hiicrelerden koken alan tiimorler adenokarsinom,
yag, kas ve bag dokudan koken alanlar ise sarkom diye adlandirilirlar (227).

Meme karsinomlariin histopatogenez karakterizasyonuna bakilacak olursa,
%10’u siit salgilayan bezleri (lobiiler dokular1) tutarken, % 80-90’1 salgilanan stitii
meme ucuna getiren kanallarda (duktal dokularda) sekillenmektedir. Cok oranda
ise asiniisler gibi farkli histojik alt-tiplere sahip dokularda goriilebilir (15). Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan dngoriilen smiflandirmaya gore (Tablo 3) genel olarak

meme karsinomlar1 histopatolojik olarak non-invaziv ve invaziv olmak iizere 2
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temel grupta incelenmesine ragmen bu siiflamanin disinda kalan meme de nadir

rastlanan maliniteye sahip hastaliklar da mevcuttur (10, 15, 228-239)

Tablo 3. Meme Karsinomlarinin Histopatolojik Siniflandirilmasi (228)

Non-invaziv Karsinom invaziv Karsinom

Invaziv duktal karsinoma
Invaziv lobiiler karsinoma
Tubiiler karsinoma
Duktal karsinoma In-situ Invaziv kribriform karsinoma
Lobiiler karsinom In-situ Kolloid(milisinéz) karsinoma
Mediiller karsinoma
Invaziv papiller karsinoma
Invaziv mikropapiller karsinoma
Sekretuar (juvenil) karsinoma
Apokrin karsinoma
Metaplastik karsinoma
Néroendokrin karsinoma

inflamatuar karsinoma

1- Non-invaziv (in-situ) Karsinomlar: Meme duktusu, lobiilleri ya da
asiniislerinde meydana gelen timor hiicreleri, bazal membran i¢inde sinirlidir ve
stroma tabakasina infiltre olmadan ¢ogalmaktadir.

2- Invaziv (Infiltratif) Karsinomlar: Memenin epitelyal dokusunda olusan
timor hiicresi bazal membran1 gecip cevresindeki stroma tabakasina infiltre
olarak, lenf ve kan damarlar ile gesitli lenf diiglimlerine ve hatta oradan da uzak

doku metastazi yapabilme kabiliyetine sahiptir (10, 15). Ayrica tim meme
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neoplazmlarimin  %90°1 invaziv duktal ya da invaziv lobuler karsinomdan
kaynaklandigindan invaziv karsinomlar meme kanserleri igerisinde ¢ok biiyiik yer

ve 6nem teskil etmektedir (229).

3.4.42. Meme Kanserinin Molekiiler ve Immunohistokimyasal

Siniflandirilmasi

Giliniimlizde meme kanserleri molekiiler olarak, 5 farkl tip igermektedir;

e Luminal A (hormon reseptdr ekspresyonu + ve HER2 onkogen ekspresyonu
-, Ki 67 diisiik ekspresyon),

e Luminal B (hormon reseptor ekspresyonu + ve HER2 onkogen ekspresyonu
-/+, Ki 67 yiiksek ekspresyon),

e HER2 onkogen ekspresyonu +,

o Basal-like/bazal/bazaloid (hormon reseptér ekspresyonu - ve HER2
onkogen ekspresyonu -, Bazal sitokeratin CK5/6, EGFR1 gen
ekspresyonlar1 +)

e Null tip veya siniflandirilamayanlar (Normal Meme Benzeri).

Yapilan calismalarda bu gruplarin insidanslarinin ve prognozlarimin farkl
oldugu ortaya konulmustur. Hormon reseptorleri (-) ve HER2 (-) olan ya da bagka
ifade ile ‘triple (-)’ olan bazal benzeri tiimdrler, hem en sik karsilasilan (>%50),
hem de en kotii prognoza sahip tlimdrler grubuna girerken, luminal 6zellik
tastyan Ozellikle hormon reseptorii (+) ve HER2 (+) olan meme tiimorlerinin ise
daha iyi prognoza sahip oldugu vurgulanmaktadir (240).

Farkli molekiiler alt gruplarin kemoterapiye duyarliliginin da farkli oldugu

bildirilmistir. Ornegin; luminal hiicre benzeri kanserlerin daha uzun sag kalim
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oranlar1 bildirilmistir. Bazal hiicre benzeri ve HER2 (+) tiimérlerin ise birden
fazla ajanla yapilan neoadjuvan tedaviye daha yiiksek oranda yanmit verdikleri

ifade edilmektedir (241).

3.4.5. Meme Kanserlerinin Evrelenmesi

Timor evreleme sistemleri, kanserin yayilimi ve tedaviye yon verilmesi
acisindan bilgi edinmede kolaylik saglayan ortak bir dil olarak kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde artik molekiiler siniflamalara yonelim giderek artsa da, hemen her
yerde ‘American Joint Commitee on Cancer’ (AJCC)’in sekillendirdigi TNM
sistemi gegerliligini korumaktadir. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimorleri
siiflamak i¢in kullanilan unsurlar; timor boyutu (T), aksiller lenf nodlarina
yaytlim (N) ve uzak bdlgelere yayilim (M) seklindedir. Daha 6nceden ortaya
konulmus kurallara gére, tiim bu unsurlarin birarada degerlendirilmesi sonucu,
tiimdrlerin 6zellikleri belirlenerek, son bir TNM Evresi hesaplanmaktadir. AJCC’

ye gore gozden gegirilmis TNM simiflamasi Tablo 4’de gosterilmektedir (242).
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Tablo 4. AJCC’ye Meme kanserinde gézden gegirilmis TNM Siniflamasi

Primer Tiimér: T

Tx : Primer timor varligi degerlendirilememektedir
TO : Primer timor bulunmamaktadir
Tis : in-situ karsinom varlig

Tis (DCIS) : Duktal karsinoma in-situ
Tis (LCIS) : Lobdler karsinoma in-situ
Tis (Paget) : Meme bagsi Paget hastaligi var, primer tiimor yok ise (eger primer timor var ise
tlimor boyutuna gore degerlendirme yapilmaktadir)
T1 : Enbiylk timor capi <2 cm

Tlmic : En buyik mikroinvaziv timér ¢api £ 0.1 cm
Tla : 0.1 cm < En buyik timor ¢api 0.5 cm
Tib : 0.5 cm < En biyilk tiimor ¢api <1 cm
Tic : 1cm <En biylk timor ¢api €2 cm
T2 : 2cm<Enblyilk timor ¢capi<5cm
T3 : Enblylk timor capi >5cm
T4 : TUmorin boyutlan farketmeksizin, gdgls duvarina ya da cilde yayilim
T4a : Pektoralis major kasina ulagim yok, gbgls duvarina yayilim
Tab : Meme derisine yayillim, 6dem, cilt Glserasyonu ve portakal kabugu gériinim
Tac : Hem gogis hemde meme cildinde yayilim birlikte
T4d : inflamatuar (iltihabi) karsinom

Bdélgesel lenf nodlari: N

Nx : Nodal tutulum varligi degerlendirilememektedir
NO : Bolgesel lenf nodu metastazi bulunmamaktadir
N1 : Sabit olmayan ayni tarafa ait bolgesel lenf nodu metastazi

N2 : Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiller lenf nod(lar)i metastazlarinin olmadigi ve klinik olarak
saptanabilen ipsilateral internal mammarial nodal metastazin oldugu durumlar
N2a : Komsu dokulara ya da birbirlerine yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi
N2b : Aksiller metastazin olmadigi, sadece klinik olarak saptanabilen ipsilateral internal

mammarial nodal metastaz

N3 : Aksiller lenf nodlarina tutulumdan bagimsiz olarak ipsilateral infraklavikiler lenf nod(lar)i
metastazl ya da klinik olarak saptanabilen ipsilateral internal mammarial lenf nodu metastazi ve aksiller lenf
nodu metastazi ya da supraklavikiler lenf nodu metastazi

N3a : Ipsilateral infraklavikiiler lenf nod(lar)inda metastaz ve aksiler lenf nodlarinda
metastaz

N3b : Klinik olarak saptanabilen ipsilateral internal mamarial lenf nod(lar)i metastazi ve
aksiller lenf nodu metastazi

N3c : Supraklavikiiler lenf nodu metastaz

Uzak metastaz: M

Mx : Uzak metastazin varligi degerlendirilememektedir
MO : Uzak metastaz bulunmamaktadir
M1 : Uzak metastaz varhg

Yapilan evrelemeler sonucundaki TNM siniflamasi asagida belirtilmistir;

Evre 0 : Tis, NO, MO

Evrel : TI, NO, MO

Evre lIA: TO, NI, MO - TI, NI, MO - T2, NO, MO

Evre lIB: T2, N1, MO - T3, NO, MO

Evre IIA  : TO, N2, MO—TI, N2, MO - T2, N2, MO - T3, NI, MO - T3, N2, MO
Evre llIB : T4, herhangi N, MO - Herhangi T, N3, MO

Evre IV : Tve N'den bagimsiz M1 iceren tiim hastalar
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3.46. Meme Kanserinde Prognostik, Prediktif Faktorler ve Tiimor

Belirleyicileri

Meme kanserine yakalanan kisilerde hastalik, dogal olarak farkh
seyretmektedir. Nitekim ayn1 timdr ¢apina sahip olan ve uzun siire takip edilen
hastalarin bazilarinda tiimor niiksii ¢ok kisa siirede kendini gosterirken,
bazilarinda ise tiim yasami boyunca herhangi bir niiks gelisimi s6z konusu
olmayabilir. Hastalar arasinda meydana gelen bu tir farkliliklardan dogan
risklerin degerlendirilmesi, tedavi se¢imi ve takibinin daha saglikli yapilabilmesi
adina prognostik ve prediktif faktorler 6neme haizdir. Meme kanserinde etkili

olan prognostik ve prediktif faktorler asagidaki gibi siralanmaistir:

3.4.6.1. Aksiller Lenf Nodu Tutulumu

Gilinlimiizde meme kanserinde kabul goérmiis en degerli ve en Onemli
prognostik faktor’lin, aksiller lenf nodlarindaki metastazin varligi ya da yoklugu
olarak gosterilmektedir. Aksiller lenflere metastazin olmamasi 1yi prognazla
iliskilendirilirken, aksiller tutulumun pozitif oldugu olgularda ise metastatik lenf
bezlerinin sayis1  ve lokalizasyonuna bagli olarak kot  prognozla
iligkilendirilmektedir. Aksiller lenf bezi tutulumunun degerlendirilmesi cerrahi
diseksiyon ve histopatolojik incelemeler sonucunda ortaya konulmaktadir (243).

Aksilla metastaz1 olmayanlarda 10 yillik hastaliksiz sagkalim oram %70-
80’lerle ifade edilirken, bu oranin aksillas1 pozitif olan hastalarda %30 lara kadar
diistiigii hatta aksilladaki gbézlenen metastaz sayisinin fazla olmasi durumunda bu

oranin daha da diisiikk rakamlarda oldugu ifade edilmektedir (10).
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3.4.6.2. Timor Cap1

Ozellikle aksiller lenf nodlarma metastazin olmadigi durumlarda, timor
boyutu meme kanseri niiksiinli tahmin etmek ic¢in en giiclii prognostik faktor
olarak bildirilmektedir. Primer tlimoriin ¢ap1 biiyiidiikge, prognoz da o kadar kétii
seyirli olmaktadir. Cap biiyilidiikkge aksiller tutulum ile birlikte metastatik nod

sayisinda da artiglar izlenmektedir.

3.4.6.3. Tiimoriin Histolojik Karakteri

Meme Kkanseri patolojisinin en sik rastlanan histolojik tiiriinii infiltratif
duktal karsinomlar olusturmaktadir ve en kotii prognoza sahiptir. Ayrica kolloid,
tilbliler ve papiller karsinomlar da metastazlara ¢ok rastlanmaz bu nedenle

prognozlari en iyi olanlar arasinda atfedilirler.

3.4.6.4. Tumoriin Differansiyasyon Derecesi

Niikleer grade (derece), tlimoriin ¢ekirdek ozelliklerini ve atipi derecesini
ortaya koyarken, histolojik differansiyasyonda ise hiicresel ve dokuyla iligkili
morfolojik unsurlar 6n plana ¢ikmaktadir. Grad-I; iyi differansiye, grad-ll; orta
differansiye, grad-III; kot derecede differansiye, grad-1V; anaplazi olmus

tiimorleri adlandirmak i¢in kullanilmaktadir (15).

3.4.6.5. Proto-Onkogen Aktivasyonu

Meme kanseri prognozunda etkili olan c-erbB2 (HER-2 veya neu
onkogeni), c-myc, ras, B-katenin, Wnt gibi pek ¢ok onkogen bildirilmis olup, bu

genlerin amplifikasyonlart ya da ekspresyonlarmin kétii prognozla iligski oldugu
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bircok ¢alisma ile ortaya konulmustur. Molekiiler prognostik ve prediktif
faktorler icerisinde en fazla suglanan c-erbB2 genidir. Bu onkogen, epidermal
biiyiime faktorii reseptoriine (EGRF) benzerlik gosteren protein iiriindi, tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir ve bunun bir sonucu olarak hiicre proliferasyon ve
farklilasmasinda da 6nemli bir mediyator olarak gorev almaktadir (10, 243, 244).
Memedeki neoplastik olgularin yaklasik %30'unda c-erbB2 amplifikasyonu
goriilmekte olup, c-erbB-2 pozitifligi rekiirrens riskinde arttislara neden oldugu
bildirilmektedir. Ayrica meme kanserinin baglangi¢c ve metastaz evrelerinde olan
hastalarda, son 10 yilda sagkalim oranlarinda anti-HER-2 tedavisi ile faydal
sonuclarin alinmasina ragmen histolojik HER-2 alt tipi hala k&tii prognoz ile

iliskilendirilmektedir (234, 246).

3.4.6.6. Hiicre Proliferasyon Belirtecleri

Diger kanserlerde oldugu gibi tiimor hiicrelerinin sahip oldugu artmis
proliferasyon  yetenegi  meme  kanserlerinde de  kotii  prognozla
iligkilendirilmektedir. Hiicre proliferasyonunu ortaya koymak icin ¢esitli
parametreler ve indekslemeler immuno histokimyasal ve flow stometri
tekniklerinden faydalanilarak ortaya konulmaktadir. Bunlarin baslicalar1 arasinda
Ki-67, p53, CerbB-2, EGFR, PCNA, katepsin D, Bcl-2 gibi proteinler yer alirken
mitotik indeks, timidin isaretleme indeksi ve Ki-67 indeksleri de yapilan

indekslemelere 6rnek olarak verilebilir (15, 228).
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3.4.6.6.1. Proliferasyon Belirteci Ki-67 Indeksleme (Tutulumu,

Histoskoru)

Ki-67 antijeni; 10. Kromozom {izerinde kodlanan, ‘non histon’ karakterde
bir proteindir. Molekiiler agirhigi 345-395 kDa olan bu protein ilk kez 1983
yilinda Gerdes ve ark. (247), tarafindan proliferasyonla ilgili bir ¢ekirdek antikoru
olarak ifade edilmistir. Giinlimiizde ise hiicre proliferasyonlarini ortaya koymak
i¢cin kullanilan belirtegler arasinda, Ki-67 nin histoskorlanmasi en kapsamli ve en
sik kullanilan bir belirte¢ haline gelmistir. Hiicre dongiisiinde 6zellikle proliferatif
evredeki hiicrelerde niikleer antijeni ifade eden monoklonal bir antikor olmasi
sebebi ile hiicre dongiisiiniin dinlenme faz1 olan GO evresi harig, geri kalan tiim
fazlarinda (G1, S, G2, M) asir1 eksprese oldugu bildirilmektedir. Ayrica proteinin
bu ekspresyonu, mitoz fazinda en yiiksek konsantrasyonlarina ulasana kadar,
hiicre dongiisii ilerledik¢e artmaya devam etmektedir. Mitozdan hemen sonra
konsantrasyonu en diisiik diizeylerde seyretmektedir (248). Bir proliferasyon
gostergesi olan Ki-67 cekirdek proteinin ortaya konulmasinda, karsilasilan en
dezavantajli durum ise igerisinde tekrarlanan ‘P-E-S-T dizisi’ barindiryor
olmasidir (249). Bir proteinin igerisinde tekrarli prolin-glutamik asit-serin ve
treonin amino asit rezidiilerinin bulunmasi, bu proteinin yar1 dmriiniin 2 saatten az
olacagna isaret etmekte ve daha cabuk bir sekilde yikilacaginin da sinyalini
vermektedir. Dolayist ile bu durum, gerek istirahat hainde olmayan normal
hiicreler i¢in gerekse timdrlii hiicre proliferasyonun belirlenmesinde iyi bir
gosterge olan Ki-67’nin, immunohistokimyasal cekirdek boyanma 06zelligini

perdeleyerek, yanlis negatif sonuclarin olusmasini dogurabilir.
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3.4.6.7. Hormon Reseptorleri

Son evrede olan meme kanserli olgularda, steroid hormon reseptorlerinin
durumu hem prognostik hem de prediktif faktorler arasinda varligini
siirdiirmektedir. Hastaliksiz sagkalim oranlarini ele alan ¢esitli ¢alisma verileri,
Ostrojen reseptorii ekspresyonu olan (ER +) hastalarin, Ostrojen reseptorii
ekspresyonu olmayan (ER -) hastalara gore daha uzun yasam siiresine sahip
olduklarii ortaya koyarken, hastaliksiz sagkalim siiresinde 5 yilda toplam %10
artts oldugunu goéstermistir (250). Gradi diisik meme Kkanserlerinde, ER
ekspresyonun yoklugu, erken niikks ve azalmis yasam siiresi ile iliskili en 6nemli
prediktif faktor olarak goriilmektedir. Ayrica ER (+) hastalarda tedaviye yanit
orant %70’lerle ifade edilirken, ER (-) hastalarda bu oranin %5’lere kadar diistiigi
rapor edilmektedir. Hormon reseptorlerinin varligi prognozun yanisira neoplazmin
molekiiler alt tipin belirlenmesi, kemoterapi tedavisinin se¢imi ve en 6nemlisi de
hormonal tedavinin basarisin1 simgeleyen en dnemli prognostik ve prediktif unsur

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (15, 250).

3.4.6.7.1. Ostrojen Reseptorleri ve Meme Kanseri ile iliskileri

Organizmada bir hormonun hedef doku tizerinde fizyolojik fonksiyonlarini
olusturabilmesi i¢in reseptdriine baglanmasi gerekmektedir. Ostrojen hormonu,
steroid yapis1 sayesinde sitoplazmik ve niikleer membranlardan hizla diffiize
olmakta ve intraselliiler yerlesimli reseptorleri ile baglanarak etkilerini
gostermektedir (251). Hormon reseptor ailesinin yaklasik yiizelli alt tip igerdigi
tahmin edilmekte olup, Ostrojen reseptorleri ise niikleer reseptér alt bolim

igerisinde yer almaktadir. Suan i¢in sadece iki tip niikleer Ostrojen reseptorii
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tanimlanmistir; bunlardan ilki Ostrojen reseptorii alfa (ER-a / NR3AT), digeri ise
Ostrojen reseptorii beta (ER-B / NR3A2)’dir (252). Bu reseptorler bir
transkripsiyon faktorii olarak gorev yapmakta ve her iki reseptoriin Ostrojenle
baglanmasi sonucu hedef dokudaki dstrojen yanit elemanlar1 (ERE) iizerinden gen
transkripsiyonunu baslatmaktadir (253). Iki protein, farkli gen bolgeleri iizerinden
kodlanmakta olup dokulardaki dagilimlar1 ve fonksiyonlar1 farklilik arz
etmektedir.

Dokulara spesifik ekspresyon dagilimlarini inceleyecek olursak, ER-f’nin;
prostat epiteli esas olmak iizere, mesane, kemik ve ovaryumun granuloza
hiicrelerinden akciger, merkezi ve periferal sinir sisteminlerine kadar viicudun
farkli organlarinda eksprese oldugu bildirilirken, ER-a ise meme epiteli (6zellikle
duktal epitel) basta olmak iizere ovaryum ve uterus dokusunda eksprese oldugu
gozlenmektedir (254).

ER-B aktivasyonun, ozellikle erken evre prostat kanserlerinde anti-
proliferatif ve pro-apopitotik etkinlikle iligkili oldugu kaydedilmistir. Meme
dokusunda ER-B varliginin anti-proliferatif etki ile iliskili oldugu ifade edilmesine
ragmen yine de fizyolojik fonksiyonu ve meme karsinomlarinda patolojik tam
degeri halen netlik kazanmamuistir (255).

ER-a ekspresyonlarinin normal meme epitelyal hiicrelerine kiyasla
memenin neoplastik hiicrelerinde oldukga yiiksek oldugu ortaya konulmustur.
Gilinlimiizde artik ER-o meme kanserinin baglamasi ve ilerlemesinden sorumlu bir
transkripsiyon faktorii olarak goriilmekte ve tiim bunlarin bir sonucu olarak,
meme kanserinin Onlenmesi ve tedavisi ile ilgili calismalarda 6zellikle kaleme

alinmaktadir (256, 257).
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3.4.6.7.1.1. ER-0’min Domain Yapisi, Sinyal Mekanizmasi

ER-a proteini, 595 amino asitten meydana gelmis olup molekiil agirligi 66-
67 kDa’dir. Yapisinda, N-terminali ile C-terminali arasinda birbirlerinden farkli
islevlere sahip olan alt1 farkli bolge ve bes domain barindirmaktir (Sekil 15)

(254).

‘ s ¥ ! ! 549 ! 595

5 ;

Sekil 15. ER-a’nin Domain Yapist (254)

A/B domaini iceren kistm: Bu domain, proteinin N-ucunda bulunan
degisken bolgesini olusturmaktadir ve ligant bagimsiz olarak, ER’nin
transkripsiyonel aktivitesinden sorumlu tutulan aktivasyon fonksiyon -1 (AF-I)’de
bu bolgede lokalizedir. Baska bir degisle bu bdlgenin varlig1 sayesinde, hormon
reseptoriine bagli olmadigi durumlarda dahi, reseptér merkez transkripsiyon
aygitinin bilesenleri ile dogrudan etkileserek hedef genlerin transkripsiyonunu
baslatabilir ya da diger proteinlerle sinyal iletiminde bulunabilir. AF-I bolgesinin
baska bir 6zelligi ise hiicre tipi ve kontrol bolgesine gore 6zgiinliik icermesidir.
Ayrica [ reseptorleri bu bolgeyi icermez (258, 259).

C domaini iceren kisim: DNA ile baglanmadan sorumlu kisimdir (DBD).
Ozellikle 6strojenin  bu domaine baglanmasi ile hedef gendeki ERE’ler
konformasyonel degisimlere ugrayarak reseptdr dimerizasyonlarma neden olur.
Reseptordeki bu domain; igermis oldugu 2 adet ‘cinko parmak’ motif sekli ile

DNA vyapisinda dogru yere (0zel diizenleyici diziler) yiiksek affinite ile
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baglanmasim1  saglayarak  bir  yandan  transkripsiyon  aktivasyonun
gerceklesmesinde ve stabilitesini korumasinda gorev alirken, hormonun hedef
hiicrelerindeki ~ fonksiyonlarmin  olusmasini  saglayan  hormon-reseptor
Ozgiilliigiiniin belirlenmesinde de 6nemli roller iistlenmektedir (260-262).

D domaini iceren kisim: C ve E bolgesi arasinda bir koprii konumundadir.
Niikleer lokalizasyon sinyalinin (NLS) olusmasinda ve reseptor proteininin
dimerizasyonunda gorev aldiklar1 bildirilmektedir. Ayrica direk olarak DNA’ya
baglanmadan hedef genin transkiripsiyonunu degistirebilen proteinlerle de
(koaktivator ya da korepressor) etkilesim halindedir (258).

E domani iceren kisim: Bu kisim biinyesinde ligand baglayici kismi (LBD)
ve aktivasyon fonksiyon 2 (AF-II)’yi barindirmaktadir. AF-II, ¢esitli
koaktivatorlere ve korepressorlere baglanma bolgesi konumundadir. Kisaca ligant
bagiml aktivasyon burada gergeklesir (258).

F domaini iceren kisim: Proteinin C-ucunda olup, kompleks bir
diizenleyici rolii oldugu sanilmamakta ve sadece gen aktivasyonuna yardimci
olmaktadir (253-254).

Ostrojenlerin hedef dokularindaki fizyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda
stiphesiz ER’ler biiyiik bir rol tistlenmektedir. ER’lerin kullandigi 2 ana yolaktan
biri Genomik sinyal yolagi (Niikleer sinyal yolagi, NISS; Nuclear-Initiated
Steroid Signaling) digeri ise Genomik olmayan (Membran yoluyla baslatilan
steroid sinyal yolagi (MISS)) sinyal yolagidir. 1. Yolakta; sitoplazmik ya da
niikleer yerlesimli ER’ler, bu rollerini bir transkripsiyon faktorii olarak
gerceklestirdikleri ifade edilmektedir. Bunu ya direkt olarak (Klasik yol, ERE

bagimli) ya da indirekt (Klasik olmayan yol, ERE bagimsiz, Diger ERE’ler) yolla,
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DNA’ya baglanmak kosulu ile iligkili olduklar1 genlerin ekspresyonlarini modiile
ederek gergeklestirirler. (263). Kisaca bu genomik yolaklardan bahsedecek
olursak, Ostrojen hormonu yoklugunda; intraselliiler yerlesimli ER’ler 1s1 sok
proteinleri (Heat Shock Protein; HSP)’ne baglh inaktif durumda iken, Ostrojen
hormonunun sitoplazmaya difflizyonu sonucu bu reseptériin LBD domainine
baglanmasi ile ya da baska bir ifade ile ER’ler kendilerine uygun ligandla bagl
olduklarinda aktif duruma ge¢mektedir ki bu da reseptorde bir seri fosforilasyon
olaylarinin ger¢eklesmesi ile karakterize, reseptoriin konformasyonel yapisindaki
degisiklere neden olarak dimerizasyonuna sebep olmaktadir (264, 265). Ostrojen-
ER komleksi olustuktan sonra DNA’da kendisine spesifik bdlgesinde bulunan
ERE’ler ile DNA’ya direk olarak baglanarak bu kompleksin aktivasyonuna neden
olur. Boylece nihai hedef olan DNA’da transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu,
spesifik gen ve akabinde protein ekspresyonlari ger¢eklesmis olmaktadir (266).
Klasik olmayan genomik yolakta ise ER’lerin gen ekspresyonu
baglatabilmelerinde aracilik eden ERE’ler (spesifik transkripsiyon faktorleri) yer
almazken, ekspresyon indirekt olarak; Niikleer kappa-p (NF-kfB), Fos/Jun aktive
protein komleksi (AP-1), siklik AMP yanit elemanlar1 (CREs) ve Sp1 bdlgesi gibi
diger transkripsiyon faktorleri ya da Ostrojenin diizenledigi Siklin D1 ve insiilin
benzeri biiyliime faktorii-1 reseptorii (IGFR-1) ile iliskili bagska molekiiler sinyal
yolaklar1 iizerinden saglanmaktadir. Bu da hem artmis proliferasyon hemde
apopitozun baskilanmasi anlamina gelmektedir (267). Gerek klasik gerekse klasik
olmayan genomik yolakta Ostrojenin hedef dokularinda biyolojik yanitini
gosterebilmesi dakikalar ya da saatler ile ifade edilirken bir diger ana yolak olan

genomik olmayan yolakta ise bu etki sn/dk’ler icerinde ¢ok ¢abuk olusmaktadir.
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Bunun nedeni ise genomik olmayan bu sinyal yolaginin hiicre zarindan koéken
almasi ile agiklanmaktadir. Membran araciligi ile indiiklenen steroid sinyal
yolaginda (MISS) bagka bir ifade ile ER’lerinin ligant bagimsiz aktivasyonu ise,
hiicre zarinda bulunan baska sinyal molekiilleri (kaveolin-1, G proteinleri, Src,
Ras, B-Raf vb.) fiizerinden, c¢ok c¢esitli sinyal yolaklarinin istiraki ile
gerceklesmektedir. Ornegin; ostrojen yoklugunda farkli ekstra selliiler sinyal
molekiillerinin (EGF, TGF ve IGF-1 vb.), hiicresel kinaz enzimlerini ve ¢esitli
molekiilleri (PLC, PKA-B-C, ERK, PI3K, MAPK, PTKS, Ca NOS vb.) fosforile
edip aktiflestirmeleri sayesinde ER’lerinin ve koregiilatorlerinin fosforile hallerine
geri donmesini indiikleyerek tekrardan ER’lerin aktivite kazanmalar1 saglanmis
olur ki bu da artan hiicre proliferasyonunu dogurmaktadir (266). Bu olaganiistii
mekanizma Ozellikle biiylime faktorleri, sitokinler ve nérotransmitterler gibi hiicre
dist sinyal molekiillerinin lokal diizeylerinin yiiksek oldugu durumlarda ve
menopoz sonrasi kadinlarda goriilen serum Ostrojen diizeylerinin diisiik seyrettigi
durumlarda devreye girmektedir (267). Sonug olarak non-genomik ve genomik
mekanizmalar arasinda giiglii bir sinerjizmin oldugunu ve tiim bu yolaklarin
aktivasyonu sonucu meme kanseri hiicrelerinde mitotik aktivitenin arttig

gosterilmistir (268) (Sekil 16).
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Sekil 16. ER’nin Sinyal Yolaklari (269)

3.4.6.8. Meme Kanseri ile fliskili Tiimor Belirtecleri

Serum tiimor belirtegleri, kanser hiicreleri tarafindan sentezlenip kan
dolasimina salinan veya organizmanin kanserli dokuya cevap olarak {irettigi
karbonhidrat, protein, enzim ve hormon yapisinda olan molekiillerdir (270).
Meme kanseri ile dogrudan ya da dolayl olarak iligkili olan; Her-2 (ektra selliiler
domaini ECD), Karsinoembriyonik Antijen (CEA), Doku Polipeptit Antijen
(TPA), musin benzeri yiiksek molekiil agirlikli glikoprotein ailesi ya da bu ailenin
tiyeleri olan karbonhidrat antijenleri ve kan grubu antijenleri (musinoz karsinoma
antijeni [MCA], meme kanseri musin antijeni [BCM], CAM26, CAM29, CA 15-

3, CA27.29, CA-549, CA-125, CA72.4, memeli serum antijeni [MSA] gibi bir
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dizi tiimor belirtegleri olmasinin yaninda, klinikte en yaygin olarak kullanim alani
bulmus serum meme kanser antijenleri arasinda CEA ve CA 15-3 yer almaktadir
(271, 272). Bu belirtegler yanlis bilinen bir bilgi olan tiimériin tanisindan ziyade
progresyonunun izlenmesinde, rekiirrensin, metastazin ve tedaviye yanitin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Iyi bir tiimor belirleyicisinin sahip olmasi
gereken Ozellikler, sadece spesifik organ bazli tiimor hiicreleri tarafindan sentez
edilebilmeli, viicut sivilarinda saptanabilmeli ve habis hastaliklarin erken
evrelerinde kanda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmali buna karsin saglikli

kisilerin kanindaki diizeyleri ise ¢ok diisiik diizeylerde olmalidir.

3.4.6.8.1. Karsinoembriyojenik Antijen (CEA)

Molekiil agirligi yaklasik 150-300 kDa olan, yapisinda en az %50 oraninda
karbonhidrat ihtiva eden bir hiicre yiizey glikoproteinidir. Heterojen yapili bir
onkofotal antijen olan CEA’nin, embriyonik donemde endodermal kaynakli
saglikli mukozal hiicrelerden eksprese edilerek, hiicre adezyonunda gorev aldigi
bildirilmektedir. (273). Dogumdan sonra kandaki diizeyleri de diismektedir.
Yetiskin serum CEA diizeylerindeki artis kolorektal kanser basta olmak {izere
meme, mide akciger, prostat ve over metastatik karsinomlar1 ile
iliskilendirilmektedir.

Memenin kanserli dokusundan kaynaklanan tiimérlerde CEA’nin asiri
ekspresyonu raporlanmis olup, inflamatuar yanit ve neoplastik metastatik hastalik
sonrasinda da tiimorlii dokudan kan ve c¢esitli viicut sivilarina salgilandigi ifade
edilmektedir (274). Kanser hiicresinin ¢ogalmasi ve tiimor biiylimesi igin de

anjiyogenez stimiilatorii olarak gorev yaptigi vurgulanarak, CEA’nin, timor
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regresyonu ve metastaz inhibisyonu i¢in de c¢ok yararli bir prognostik faktor
oldugu belirtilmektedir. Ayrica iyl huylu meme adenomlarinda serum CEA
diizeylerinde bir artis gézlenmediginden dolayi, memenin iyi huylu ve invaziv

karsinomlarini ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir (275).

3.4.6.8.2. Kanser Antijen 15-3 (CA 15-3)

Molekiiler agirligi yaklasik olarak 300-450 kDa olan glikoprotein
yapisindaki kanser antijen 15-3 belirteci; karbohidrat antijen 15-3, polimorfik
epitelyal musin ve MUC-1 gibi ¢esitli isimlerle de anilmaktadir (276-278). CA
15-3 belirteci ya tiimor hiicre yiizeyindeki antijenlerden ya da tiimor hiicrelerinden
salgilanirlar CA 15-3’linde orjin aldig1 karbonhidrat antijeni olarak kisaltilan tiim
‘CA’ belirtegleri yeni jenerasyon serum tiimor belirteglerini olusturmaktadir. Tiim
bu CA dl¢limlerinin altinda yatan prensib ise meme epitelinde liretilen ve
dolagima salinan, heterojen yapili miisin olarak bilinen episialin antijenine kars1
olusturulmus antikorlar araciligi ile episialin molekiiliiniin saptanmasina
dayanmaktadir. Molekiiliin hiicre yiizeyindeki farkli epitoplarinin bulunmasi ile
bu belirtecler de farkli isim almaktadir Ayrica bu molekiillerin, enzim ve hormon
gibi diger belirteglere gore daha spesifik olduklari vurgulanmaktadir (277, 279).
Serum CA 15-3 konsantrasyonlarinin; disi genital sistem kanserlerinde, gastro-
intestinal sistem kanserlerinde, akciger adenomlarinda, kronik aktif hepatitte,
sirozda, hipotroidizmde ve ¢esitli anemili bening hastalarda arttigi bildirilse de,
Ozellikle ileri evre meme kanserli olgularda spesifik olarak yiikseldigi
bildirilmektedir (270, 280, 281). Meme kanseri tanisi almig erken evreli hasta

serumlariin sadece %20’ sinde anlamli bir CA 15-3 artis1 saptanirken metastatik
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olanlarda ise bu oranin %90'a ¢ikmasi, hatta kemik ve karaciger metastazi olan
hastalarda daha da yiiksek degerlerde goriilmesi meme kanseri metastazlari igin ne
kadar spesifik bir belirte¢ oldugunu gostermektedir (277, 282). En biiyiik
handikapi, erken evreli meme Kkanserlerinde kanda diisiik degerlerinin
saptanabilmesidir. Bu ifade tarama ve tani i¢in ideal bir belirte¢ olamayacagi
anlamina gelse de, CA15-3’iin klinikte ge¢ evreli ya da metastatik meme
kanserinin tedavisinin takip siireci, rekiirrens ve metastaz degerlendirilmesinde
kullanim alan1 bulmus miikemmel (en yaygin) bir belirte¢ olma o6zelligini
degistirmemektedir (283).

Tiim bunlarin 6tesinde tiimor belirtecleri prognozun degerlendirilmesinde
her ne kadar yaygin kullanim alanlarina sahip olsalar da, tek baslarina bir anlam
ifade etmezler. Birden fazla belirteg, birlikte incelendigi takdirde rekiirrens veya
metastatik hastaliklar icin daha duyarli ve daha faydali olabilecekleri

diistiniilmektedir (10).

3.4.7. Meme Kanserini Onlemede Fitoterapinin Yeri ve Polifenol

Bilesikler

Stephen DeFelice tarafindan (284), ilk olarak 1989 yilinda ‘beslenme’ ve
‘ila¢’ kelimelerinin bir araya gelmesi ile olusturulan ‘nutrasétik’ teriminin
literatiire kazandirilmasindan sonra yapilan ¢esitli epidemiyolojik calismalarla
da, bir¢ok bitkisel ve fonksiyonel gida olma 6zelligine sahip meyve, sebze ve
mesrubat tiiketiminin meme kanseri gelisme ve tekrarlama riskini azalttig1r ve
kanserli hastalarin sagkalim oranini artirdig1 gosterilmistir (285, 286).

Baslica fitoterapi ajami1 olarak kullanilan nutrasétikler; fitodstrojenler,
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fitosteroller, lignanlar, terpenler, fitateller, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler,
tokoferoller, askorbik asit flavonoidler ve polifenolik vb. bilesiklerdir. Tibbi
uygulamalarin yani sira flavonoid ve taninleri iceren polifenoller hayvan ve insan
gidalarimin tamamlayici bir pargasini olusturmaktadir (287). Ayrica diyette ve
diyette olmayan bu ajanlarda bulunan ¢ok sayida biyoaktif fitokimyasal
maddenin, proliferasyon, differansiasyon, apopitoz, oksidatif stres, inflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve birka¢ Onemli 6zel sinyal yollarinin modiilasyonu ile
meme tlimor hiicrelerini in-vitro olarak yok ettigi ve meme tiimorlerinin
gelisimini baskiladigi veya mevcut tiimorlerin biiylimesini in-vivo olarak
geciktirdigi bulunmustur. Ayrica, cesitli klinik miidahale ¢aligmalarinda da meme
kanseri Onleme ve tedavisinde cesitli diyet takviyeleri ve dogal iirlinlerin
potansiyel etkinligi arastirilmistir. Tim bu saglik tizerindeki etkilerinden dolay:
polifenoller basta olmak iizere bitkilerde bulunan diger gida fenolleri ve
flavonoidler son zamanlarda diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinin
Onlenmesi ile ilgili arastirmalarda da ilgi odagi olmustur (288).

Dogada farkli karakterde bulunan 8000’nin iizerinde fenolik bilesik,
5000’nin iizerinde de flavonoid oldugu bildirilmistir (289). Polifenoller ya da
fenolik bilesikler, bitkilerde fazla miktarlarda bulunan, meyve ve gigeklere
renklerini veren ve kendilerine has kokusu olan, c¢evresel stres faktorlerine karsi
bitkilerde koruma saglayan, bir benzen halkasina bagli bir veya birden fazla
hidroksil grubu igeren aromatik molekiillerdir (287). Bu polifenol bilesikleri
kimyasal yonden; flavanoid yapisinda olanlar ve flavonoid olmayanlar diye 2 ana

gruba ayrilmaktadir.
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Ik grup olan flavonoidler yapilarinda iki fenil halkasmi (A,B), bir propan
zincir ile birlestiren heterosiklik piren halkasindan (C) meydana gelmektedir, C6-

C3-C6 (difenilpropan) formiilasyonu ile gosterilmektedir (Sekil 17).

Sekil 17. Flavonoidlerin Heterosiklik Yapis1 (290)

Heterosiklik C halkasindaki hidroksil gruplarinin sayis1 ve pozisyonlarinin
farkli olmasi ile ya da 3 karbonlu birimin oksidasyon kapasitesindeki farkliliklara
gore flavonoidler; antosiyaninler (siyanidin, delfinidin, peonidin gibi) , flavonlar
(tangeretin, nobiletin, krisin, diosmin, apigenin ve luteolin gibi), flavanonlar
(naringenin, hesperetin gibi), flavonollar (kamferol, kuersetin, mirisetin,
izoramnetin gibi), izoflavonlar (daidzein, genistein gibi), flavanollar ( katesinler,
epikatesinler gibi) olmak iizere gesitli alt gruplar icermektedir. Ayrica benzoik
asitlerin  esterlesmesi  sonucu olusan hidrolize olabilen tanenler ve
proantosiyanidinler (kondense tanenler) flavonoid olmayan grupta kategorize
edilebilmektedir (291). Ayrica bu gruplarin hangi bitkilerde daha yogun
bulundugu da farliliklar gostermektedir. Sekil 18’de bazi flavonoidler ve bunlari

iceren meyve ve sebzelere drnekler verilmistir.
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Sekil 18. Diyetteki Bazi Nutrasétiklerde Bulunan Flavonoid Cesitleri (292)

Flavonoid olmayan diger grupta (fenolik asit gruplari) ise, sinnamik asitler

(ferolik, p-kumarik), benzoik asitler (gallik asit, ellajik asit, salisilik asit) ve

tirevleri fenolik alkolleri igerisinde barindirirken, 6zellikle benzoik asitler nar gibi

meyvelerde bol bulunmaktadir.

3.4.7.1. Narmn Yapisi ve Koruyucu Etkileri

Eski ve mistik bir meyve ozelligine sahip olan nar (Pomegranate, Punica

granatum L.) halk arasinda ‘Kisin miicevheri, sifali bitki’olarakta bilinmektedir.
Punicaceae familyasinin en baskin iiyesidir. Nar meyvesinin ana vatan1 Kuzey

Hindistan'daki Himalayalar olmakla birlikte, Tiirkiye ve Iran basta olmak {izere

tiim Akdeniz bolgesi boyunca eski zamanlardan beri yetistirilmektedir.
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Nar meyvesi ve kabugu basta olmak iizere (Pomegranate peel); bir¢ok dogal
biyoaktif antioksidan ve antikanserojen fitokimyasal ajan icermektedir (9, 293).
Bunlar arasinda; Luteolin, Kaempferol, Quercetin gibi flavonoidler, Punikalagin,
Ellajik asit, Kafeik asit ve Gallik asit gibi hidroliz edilebilir tanenler ve
polifenolik (asit) bilesikleri, yiiksek miktarlarda konjiige linolenik asit olan
punisik asit gibi poliansature yag asiti ve gesitli sterioller, delfinidin, siyanidin ve
pelargonidin gibi antosiyanin bilesiklerinin mono ve di glikozid tiirevleri
sayilabilir (294-296). Ayrica nar meyvesi; kompleks polisakkarit bilesikleri,
kalsiyum, potasyum, azot, fosfor, magnezyum ve sodyum gibi mineraller ile A
vitamini (f karoten), C vitamini (askorbik asit) ve E vitamini (a tokoferol) gibi

flavonoidleri yapisinda bulundurur (296). Narin ¢esitli kisimlart ve icermis

olduklar fitokimyasal komponentleri Tablo 5’te gosterilmektedir.

Tablo 5.Cesitli Nar Kisimlarmin Molekiiler Igerikleri (296).

Nar kabugu Nar suyu Nar kok ve kabuk Nar cicegi Nar Yapraklar Nar cekirdegi
Gallik asit Basit sekerler Ellagitannins Safra asitleri Karbonhidratlar 3,3"-Di-0-Metilellajik asit
Ellajik asit Alifatik asitler Piperidin alkaloidleri Ursolik asit Sekeri azaltmak  3,3',4'-Tri-0- Metilellajik asit

Punikagalin Gallik asit Pirolidin alkaloid Triterpenoidler Steroller Punisik asit

Punikalagalin Ellajik asit Pelletierin alkaloidler Yag asitleri Saponinler Oleik asit
Kafeik asit Kuinik asit Flavonoidler Palmitik asit
Ellagitanin Flavonollar Tanenler Stearik asit

Pelletiirin a. A a Plper_ldm - Linoleik asit

alkaloidleri
Luteolin Mineraller Flavon Steroller

Kaempferol EGCG Glikozit Tokoferoller

Kuercetin Askorbik asit Ellagitannins Seks steroidleri

Nar meyvesini olusturan tohum, kabuk ve meyve suyu kisimlari farkli

oranda biyoaktif molekiiller icermektedir. Ayrica bircok ¢aligmada da meyvenin

farkli kisimlarindan prufiye edilmis nar suyu, nar ekstresi ve ¢esitli derive nar
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rtinlerinin igermis olduklar1 fenolik asit, flavonoidler ve ellagitannenlerin
miktarlarina bagli olarak, farmakolojik aktivitelerinin de degisebilecegi rapor
edilmektedir. Nar meyvesinin tiim kisimlarinin 6zlerini igeren ekstrelerin basta
kanser olmak iizere, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, infertilite, Alzheimer
hastalig1 (297) yaslanma ve AIDS (298). (Sekil 19) gibi bir¢ok farkli hastaligi
hedef alan terapotik oOzelliklere sahiptir. Narin kapsamli terapotik yararlar
birtakim mekanizmalara bagli olsa da, ¢ogu arastirmaci bu etkilerin altinda, anti-

oksidan, anti-inflamatuvar ve antikanserojen ozelliklerin baskin oldugunu

bildirmistir (296).
o Koroner
) Hastaliklar
Infertilite Diabet
Inflamasyon Yaslanma

Sekil 19. Nar Meyvesinin Terap6tik Faydali Oldugu Hastaliklar (296)

3.4.7.1.1. Nar’in Kanser Uzerine Koruyucu Etkileri

Bazi ¢alismalarda (9, 293), nar meyvesinin, meme, kolon, karaciger ve deri
dahil baz1 kanser hiicreleri lizerinde anti-kanserojenik aktivite gosterdigi ve kanser

riskini azalttigr  bildirilmistir Nar meyve ekstrelerinin, terapotik olarak
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kullanilabilecek degerli fitokimyasallar igerdigi in-vitro ve in-vivo olarak bazi
kanser hiicrelerinde anti-proliferatif, anti-anjiyogenik, anti-invaziv ve pro-
apopitotik etkiler gosterdigi, ayrica giiglii anti-oksidan ve anti-inflamatuar 6zellige
sahip birgok etkileri oldugu bildirilmistir (299).

Kanser fizyopatolojisi; inisiasyon (baslama), promosyon (gelisme) ve
progresyon (ilerleme) donemi olmak iizere Ui basamakli bir silire¢ olarak
tanimlanir. Bu siirecte ROS’lar sonucu olusan oksidadif stres, baslangi¢
hiicrelerinin proliferasyonu ve differansiyasyonunda artig gibi bir¢ok karsinojenik
yolak iizerine etki etmektedir. Bu nedenle yapilarinda dogal flavonoid ve
polifenol igeren antioksidan bilesiklerle oksidatif stresin baskilanmasi, baz1 kanser
cesitlerinde baslangic ve ilerleme sathalarinin engellemesinde etkili bir yaklagim
olarak kabul gérmektedir (300).

Nar meyvesinin kabuk kismi bol miktarda polifenol ve punikalaginleri
barindirmaktadir. Punicalin, ellajik asit ve gallagic asit gibi mindr tanenleri igeren
bir ellagitannen ailesinin bir pargasi olan punikalagin, tek basina nar suyunun
antioksidan aktivitesinin % 50'sinden sorumlu olan biyoaktif antioksidan bileseni
temsil etmektedir. (301). Nar ve nardan elde edilmis yan iirlinlerin igerisindeki
polifenoller ve punikagalin gibi ellagitannen konsantrasyonlarinin narin
antioksidan kapasitesi ile siki iligkili oldugu ortaya konulmustur. Nar’in
antioksidan etkileri arasinda; bazt CYP enzim aktivesini diisiirerek prokarsinojen
tiretimini ve DNA hasarini 6nleme, lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, giiglii
serbest radikal siipiiriicii etki, anti-oksidan enzim ve non-enzimatik molekiillerin

modiilasyonu, fotokarsinogenez inhibisyonu, hiicre sinyalizasyonu ve molekiiler
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transkripsiyona kadar uzanan genis bir yelpazeye sahip oksidasyon koruma
mekanizmalari sayilabilir (302-304).

Enflamasyon kanser hiicresi ortaminda kalic1 oksidatif strese neden olabilir
ve Ozellikle kronik enflamasyon durumlart DNA hasarina neden olarak kanserin
baslangi¢ evresine Onciiliikk edebilir ve ayrica kanserin diger evrelerinde de rol
alarak kanserli hiicrelere hayatta kalma avantaji saglayabilir. Tiim bu varsayimlar
enflamatuar sinyal yolaklarina karsi nar gibi yiiksek anti-inflamatuar etkili
fitoterapi ajanlarini, kanserin Onlemesi icin bir potansiyel hedef haline
getirmektedir. Cesitli ¢alismalar (305, 306) nar ya da farkli fraksiyonlarinin
COX-2 ifadesini down regiile ettigi ve sonu¢ olarak eikozanoid biyosentezini
inhibe ettigini gostermistir. Ayrica arastiricilar (307, 308). inflamatuar sitokin
ekspresyonunu sinerjistik olarak bastirdigini ve MMP'leri inhibe edebildigini de
bulgularinda belirtmislerdir.

NF-kB yolaginin aktivasyonu, inflamasyonu ve hiicre proliferasyonunu
isaret eden gili¢lii bir bulgu olarak bilinmektedir. Siklikla farkli kanser hiicre
dizilerinde tanimlanan NF-«B 'nin aktivasyonu, kollajenaz geninin, hiicre adezyon
molekiillerinin ve sitokinlerin (TNF-a, IL-1, 2, 6 ve 8 vb.) genlerinin
transkripsiyonunu yukart yonde diizenledikleri bilinmektedir (309, 310).
Siganlarda azoksi metan ile olusturulmus kolon kanser modelinin sonuglarina
gore; inflamasyonda NF-kB, Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), protein kinaz B
(AKT) yollarinda ki aktivasyonlarmin COX-2 ekspresyonu ile paralel olarak seyir
gosterdigi, nar suyu (6-50 mg/L), toplam nar tanen o6zii (30-200 mg/L) ve
punikalagin (25-200 mg/L) gibi, miktarlar1 belli olan fitokimyasallarin

uygulamalar1 sonucunda, COX-2 protein ekspresyonunun anlamli sekilde azaldig:
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gozlenmistir. Bu gozlem ile tutarli olarak, meyve suyunun AKT aktivitesini ve
NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi kaydedilmistir (311). Bu etkilerin hepsi narin
anti-enflamatuar aktiviteye ve dolayisiyla antikanser potansiyeline sahip oldugunu
isaret etmektedir.

Tim bunlarin disinda, NF-kB 'nin, immiin yanitta rol oynayan genlerde
stimulasyona neden oldugu, ayrica pro-inflamatuar sitokinlere yanit olarak hiicre
dongiisii kontrolii ve hiicre oliimiinii diizenledigi de bilinmektedir. NF-xB
ekspresyonu Bcl-2 ailesi ve apopitoz inhibitorleri gibi hiicre sag kaliminda rol
oynayan genlerin transkripsiyonu ile iligkilidir (Sekil 20). Nar meyvesinin 6zliniin
antiproliferatif ve pro-apopitotik 6zellikleri hem in-vitro hem de in-vivo olarak
gosterilmistir (295, 312).

Hiicre biliylimesi ve canlilig1 iizerindeki bu Onleyici etkilerin, p53'ten
bagimsiz olarak, G1 faz arresti sirasinda p21 ve p27 tiimor siipressor genlerinin
yukari regiilasyonu ile CDKI-Siklin-CDK aginin aracilik ettigi karmasik bir seri
mekanizmalar ile kontrol edildigi gosterilmistir. Bu etkiler, hiicre dongiisiiniin G1
fazinda faal olan Siklin D1, D2 ve E ve CDK-2, 4 ve 6’nin down regiilasyonu ile
sonuglanmistir (Sekil 20) (312). Ayrica ¢esitli kanserlerde de Siklin D’
ekspresyonlarinin - diizenlenmesinin  Wnt/pB-katenin yolag: ile iliskili oldugu
bildirilmistir (313).

Son olarak tiimorlere oksijen ve besinler saglamak ic¢in gerekli olan yeni
kan damarlarinin olusumunun (anjiyogenez) ve gelisiminin engellenmesi,
ozellikle kat1 timorlerin tedavisinde umut verici bir tedavi yaklasimi sunmaktadir.
Nar ekstresinin gesitli kanserler iizerine anti-anjiyogenik, anti-metastatik, anti-

invazif etkileri iizerine in-vitro ve in-vivo kanitlar bulunmaktadir (295, 314).
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3.4.7.1.2. Narin Meme Kanseri ile liskisi

Meme kanserinin fitoterapi ajanlar1 ile kemopreventif ve kemoterapotik
tedavisi Ostrojen aktivitesinin inhibisyonunu hedef alan hormona bagh
birlestirilmis bir stratejiyi temsil etmektedir. Bu strateji, cesitli fitodstrojen
Ozellige sahip molekiillerin, Gstrojen reseptoriine karsi olan antagonizmine ve
Ostrojen  reseptorii/Ostrojen  sentezinin  inhibisyonuna dayandirilmaktadir.
Ostrojenin biyosentezi, androstenedion ve testosteronu oOstradiole déniistiiren
aromataz (Ostrojen sentetaz) enziminin aracilik ettigi, meme kanserinin ortaya
c¢ikist ile dogrudan iliskili olan bir hormonal biyolojik belirte¢ gorevi gormektedir
(295).

Ostronun, ¢ok daha giiglii dstrojenik etkili 17-B-dstradiol’e indirgenmesi de,
aromataz ve 17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimlerinin aktiviteleri ile
iliskilidir. Nitekim nardaki ellagitanen tiirevli bilesikler, anti-aromataz aktivitesi
ile iliskilendirilmis ve in-vitro olarak meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini
etkiledigi bildirilmistir (315). Ayrica ¢esitli arastirmalarda da fermente nar suyu
ve nar kabugu 06ziitii ile kuvvetli bir sekilde bu enzimlerin aktivitelerinin inhibe
edildigi ortaya konulmustur (312, 316). Kim ve ark.(316), tarafindan yapilan
arastirma bulgularinda narin bu etkilerinden dolay1, 6zellikle de dstrojene bagimli
meme Kkanserleri {izerine, muhtemel kemopreventif ve adjuvan etkileri oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, bazi nar bilesenlerinin, Ostrojenik aktiviteye sahip
oldugu ve bodylece Ostrojen reseptorlerine karsi rekabetci bir baglanma ile 17-B-
Ostradioliin Ostrojenik etkisini inhibe ettigi tarif edilmistir. Ayrica fitodstrojenik

ajanlarla olusturulan ostrojenik agonist etki ise Ozellikle prostat kanserinde,
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androjenik aktiviteyi inhibe etmek icin 6nemli bir tedavi stratejisi olabilir ve
meme kanserinde ki fitodstrojenlerin tedavi amaci ile karigtirllmamalidir (312).

Cok sayida in-vivo ve in-vitro ¢alisma, birgok nar triinleri ve narin igindeki
fitokoruyucu maddeler, ER + ve - meme karsinom hiicrelerine kars1 sitotoksik,
anti-proliferatif, pro-apopitotik, anti-anjiyogenik, anti-invazif ve anti-metastatik
etkiler sergiledigini ortaya koymustur (288).

Nar ¢ekirdegi yagi ve fermente edilmis meyve suyu konsantresi 7,12-dimetil
benz [a] antrasen (DMBA) ile indiiklenmis prekanser6z meme bezi lezyonlarini
ex-vivo (317), olarak bastirdigini ve nar 6zii’niin in-vivo (318), olarak ksenografli
BT-474 tiimorlerinin biiytimesini inhibe ettigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir

Fitokimyasallar tarafindan, ER + olan kanserlerde MMP’lerin salinimi ve
aktivasyonu hedef gosterilmektedir (319). Nar bilesenleri; MMP aktivitesini segili
olarak inhibe etmesiyle fokal adezyon kinaz aktivasyonunu ve VEGF
ekspresyonunu azaltarak tiimor hiicre invazyonlarin1i normal dokuya kadar
indirgemekte ve uzak doku metastazlarina engel olmaktadir (306).

Khan ve ark. (320), tarafindan gergeklestirilen ¢alisma sonuglarina gore;
sulu bir nar meyve 0ziitli, agresif meme kanseri hiicre dizilerinde proliferasyon,
invazyon ve motilite ile iligkili olan NF-xB 'ye bagli olarak ger¢eklesen gen
ekspresyonunu inhibe ettigi raporlanmistir. Ayrica Ludwig ve ark. (321),
tarafindan yapilan ¢alismada ise meme kanserlerinin yaklasik % 50’sinde Mutant
p53 ve p53 ekspresyonlarinin oldugu rapor edilerek, saptanabilir p53 proteini
varligl, tiimoriin yiiksek histopatolojik derecesi, artan mitotik aktivitesi ve
saldirgan davranisi ile korele dnemli bir prognostik belirte¢ olarak gosterilmistir.

Bagka bir ¢alismada (322) ise, terapotik amagla kullanilan standartlagtirilmis nar
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Oziitlinlin, insan meme kanseri hiicreleri tizerine anti-proliferasyon etkisi sasirtici
bir sekilde G2 / M fazinda hiicre donglisii arrestini uyararak gerceklestirdigi
kaydedilmis, ayrica apopitoz indiiksiyonu ile hiicre biiylimesini de inhibe ettigi
rapor edilmistir

Tim bu yolaklarin disinda saglikli meme bezi gelisimine de katkida
bulunan Wnt/B-katenin sinyal yolagi ve onun ekspresyon iiriinii olan Siklin D1
geni ile ilgili olarak, meme kanseri olusumunda rol aldiklar1 goriisii yapilan son
calismalarla gosterilmis ve bizler icinde ayr1 bir merak ve ilham kaynagi olmustur.
Whnt/B-katenin sinyal yolagiin; hiicresel adhezyonun ve hiicredeki spesifik gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesi ile ilgili sinyal iletiminden sorumlu olmasi nedeni
ile meme tiimori olusumuna katildigi belirtilmistir (323). Sonug olarak, ¢esitli
uyarilar ile sitoplazma da biriken B-katenin’in ¢ekirdege dogru yer degistirmesi c-
myc, Siklin D1, VEGF, MMP’ler gibi meme kanserinden sorumlu tutulan gesitli
hedef genlerin transkripsiyonuna yol agarken, dstrojen reseptdrleri ile etkilesim
halinde olduklar1 da vurgulanmaktadir (288).

Yukarida narin kanser iizerine kemopreventif etkileri ile iligkili olarak izah
edilen ¢ogu mekanizmalar meme kanseri iginde ortaktir, bu bdliimde meme
kanserine daha spesifik olan yolaklara deginilmistir. Ayrica narin meme kanseri
basta olmak iizere tiim bu kanserler ilizerine kemopreventif ve terapdtik etkileri

sekil 20’de 6zetlenmistir (312).
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Fara ve Calhau (312), tanfmdan sunuan nar meyves: ve ¢eprth fraksryonlannm kanser ve mflamatuxr smyal yolaklan Gzerme ban etklen tarafimizdas modifiye ediderek jemative edillmagter.
Sekilde, nar meyvesi ve nir meyve ektrelermm igermiy oldukdan fitoaknf molektller sayesmde anti-oksidan yolaldan aktive ey, anti-aromataz ve fitoSitrojentk etk pdsterek memenm dukeal
mitotk aktivitesmi mhibe ey, pro-apopitotik protem olan Bax ve Bak'm mduksiyonuna, ant-apopitotik protem olan Bal-2 ve Bd-x'm mhibisyoouna neden olarak spopitoz olujumunu tegvik
et gostenlmytr. Aynca NF.«xB mbibusyonunu saglayarak, mvazyon, anpogenez ve metastaz gibi karsmogene: sGrecmnde ethah olan faktSrlen baskiadiiy gosterimay olup, Wat P-katenm
yolak blokaj, P21 ve p 27 gibi tim&c sUpresdr genlerm aktvasyonlarmi saplayarak hicre ¢oalmasmda gorevh olan siklm ve siklm bagml kmaclarm mbube edicy etkilen ve hidcreyy gegith
fazlarda bloke etmek suretryle hcre proliferasyonunu engelleyics ethalerms de sgeren narm potanstyel b ant kanser ve ant mflamatuar etkilen Szedenmuytr.

Sekil 20. Cesitli Kanserler Uzerine Narin Karistig1 Bazi1 Molekiiler Sinyal Yolaklari
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3.4.7.2. Tangeretin’in Yapisi ve Koruyucu Etkileri

Tangeretin; mandalina, limon, portakal ve greyfrut gibi narenciyelerin
(turuggiller, Citrus tiiri) kabuklarinda ¢ok fazla miktarda bulunan 5,6,7,8,4’-
pentamethoksi flavon yapisinda olan bir polimetoksiflavon (PMF) bilesigidir
(Formiil: CyoH2007, Molar kiitle: 372,37 g/mol, Sekil 21).

OCHs

Sekil 21. Tangeretinin Kimyasal Yapist

Narenciye kabuklari, genellikle ticari ve yan iriinler olarak kabul edilirler.
Ancak bunlar mide rahatsizligi, okstiriik, deri iltihabi, kas agris1 ve sagkiran
enfeksiyonlarinin giderilmesinde ve ayrica kan basincinin diizenlenmesinde Cin
basta olmak ftizere diinyanin bazi boélgelerinde geleneksel Tibta kullanilirlar
(324).

Son yillarda, PMF'lerin terapdtik potansiyelini arastirmak i¢in ¢ok sayida
farmakolojik ve mekanik c¢alisma yapilmistir (325, 326). Literatiirde bugiine
kadar, narenciye PMF'lerinin biyoaktiviteleri arasinda; metabolik bozukluklarin
sagaltimi, anti-aterosklerotik, anti-diyabetik, anti-enflamatuar, noro-protektif,
anti-mikrobiyal ve anti-oksidan diizenlenmeler yer almaktadir. Ayrica bu

biyoaktif PMF'lerin 6zellikle kanser de dahil olmak {izere cesitli hastaliklarin
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tedavisinde kemopreventif ve terapotik amaclarla kullanimlar1 birgok ¢alismaya

konu olmus ve giiniimiizde de biiyiik ilgi gormektedir (325-327).

3.4.7.2.1. Tangeretin’in Kanser Uzerine Koruyucu Etkileri

Insan diyetinin bir parcasin1 olusturan meyve ve sebzeler, diisiik toksisiteye
sahip olan flavonoidleri barindirmaktadir. Yapilan caligmalarla yiliksek oranda
flavonoid igeren meyve ve sebze tiiketiminin akciger, kolon, yumurtalik,
6zofagus, meme, serviks, mesane, pankreas, karaciger, agiz boslugu ve midede
ortaya c¢ikan kanser riskine karst dnemli dl¢iide koruyucu oldugu gosterilmistir.
(328, 329). Cesitli in-vivo, immiin sistemi baskilanmig farelerde ksenogreftler
olarak insan tiimor hiicre dizilerine karsi anti-proliferatif aktiviteleri ile anti-
kanserojen ajanlar olarak iyi bir stratejik hedef olarak goriilmektedir (330, 331)
Tangeretin insan kanser hiicresi proliferasyonunun inhibisyonunda en etkili
flavonoidler arasindadir (332). Tangeretinin, skuamoz hiicreli karsinom (333),
gliosarkom (334), 16semi (335), melanom (336), kolorektal kanser (337), mide ve
akciger karsinomundan (335), tiiretilen insan kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasini
inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica, farelerde ve sicanlarda kimyasal olarak
indiiklenen meme (324, 338) ve kolon kanseri basta olmak iizere ¢esitli tiimorlerin
insidansin1  azalttigr bildirilmistir. Cesitli flavonoidlerin kemopreventif ve
antiproliferatif etki mekanizmalar1 farklilik gosterse de, in-vivo tiimor onleyici
aktiviteleri ve giivenli farmakolojik kullanim potansiyelleri bakimindan benzer
ozellikler tasirlar (339)

PMF'lerin kanseri Onleyici ve / veya antikanser aktiviteleri ¢esitli kompleks

mekanizmalar icermektedir. Bu mekanizmalar arasinda, yapilarindan dolay1 dogal
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antioksidan 6zellige sahip olmalari, ROS molekiillerinin yakalanmasi ve
olusumunun engellenmesinde ¢esitli oksidan ve antioksidan enzimlerle etkilesim,
anti-mutajenik  ve anti-kanserojenez etki, apopitoz indiiksiyonu, hiicre
sinyallemesinin modiilasyonu, hiicre dongiisiiniin inhibisyonu ve 6zellikle ¢esitli
sitostatik ve sitotoksik mekanizmalar, otofajinin modiilasyonu, invazyon ve
anjogenez/metastaz inhibisyonu, fitodstrojenik etkiler sayilabilir. Ayrica sozii
edilen bu biyolojik aktivitelere ek olarak, dogal diyet flavonoidleri ksenobiyotik
faz-1 metabolize edici enzimlerle, 6zellikle sitokrom P450 CYP1 enzimleriyle
etkilesimlere girerek c¢esitli mekanizmalarla da anti-karsinogenik aktivite de
bulunurlar (340).

Bitkisel kokenli bir¢cok biyoaktif bilesik, serbest radikallerin olusumu ile
indiiklenen biyokimyasal dengesizlikleri azaltma potansiyeline sahiptir. Bu
nedenle, flavonoidler gibi dogal olarak olusan antioksidanlar, kanserin yonetimi
i¢cin normal hiicrelere zarar vermeden timit verici kemo preventif/terapotik ajanlar
olarak goriilmistiir (341, 342). Narenciye kabuklarinin, fenolik ve flavonoid
bilesiklerinden dolay1r potansiyel bir dogal antioksidan olduklari bilinmektedir
(343, 344). Tumbas ve ark. (345), narenciye kabuklarininin oksidan ve
antioksidan kapasite {lizerine etkilerini géstermek i¢in yaptiklar1 ¢caligmada gesitli
narenciye kabuklarindaki fitoaktif molekiillerin, MDA gibi LPO’nun bir
gostergesi olan tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) kapasitelerini
diistirerek LPO’nu engelledigi, ozellikle reaktif hidroksil radikalleri iizerinde
konsantrasyona baglt olarak, belirgin serbest radikal siipiiriicii aktivite

gosterdikleri agiklanmustir.

110



Polisiklik aromatik hidrokarbon ile in-vivo olarak sigcanlarda olusturulan bir
kanser modelinde, tangeretinin renal dokular1 oksidatif strese karsi korudugu
kanmitlanmistir. Dort hafta boyunca tangeretin (50 mg/kg/giin) uygulamasi, lipid
peroksitlerinin, enflamatuar sitokinlerin diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigi ve
bobrek dokusunda enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin diizeylerini
yiikselttigi bildirilmistir. Nrf2/Keapl sinyallerini aktive etmesi sonucu, renal
dokuda antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini artirarak kanserojen ajanin
etkisinden korudugu ifade edilmektedir (346). Ayrica hesperidin, nobiletin ve
tangeretinin in-vitro ortamda c¢esitli antioksidan analizlerde antioksidan aktivite
gosterdikleri rapor edilmistir (347).

Bazi arastirmacilara goére, PMF'lerin antioksidan kapasitelerinin 6zel
kimyasal yapilarindan kaynaklandigi One siiriilmektedir. Tangeretin gibi
flavonlarin potansiyel antioksidan etkileri; molekiiliin B halkasinda bulunan 2 ve
3. karbonlar arasindaki cift bagin 4-okso fonksiyonu ile konjugasyon icinde
olmasi sonucu elektron dislokasyon 6zelligi tagidigi raporlanmistir (325).

Flavonoidler, antioksidan ozellikleri ile birlikte UV 151811 absorbe etme
yeteneklerinden dolayi, kemoprotektif olarak kanserojen siirecin: DNA hasari
(veya baglangi¢c asamasinda) , timor biiyiimesi (veya promosyon asamasinda) ve
istila (veya progresyon asamasinda) gibi her adiminda rol oynayabilirler.
Ultraviyole 1s1gmm  emiliminden dolayr flavonoidler DNA'yr hasara karsi
koruyabilir. Bu etki, bitki flavonoidlere atfedilen fizyolojik fonksiyonlardan
birisidir (348). Ancak hayvan hiicreleri, 6zellikle de memeliler i¢in bu ozellik
genellestirilebilir. UV-B 15181 ile 1smlanan sablon plazmid DNA'sindaki son

deneyler, UV-kaynakli DNA hasarina karsi naringenin ve rutinin koruyucu
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etkisini gostermistir (349). Bu ¢alismaya paralel olarak, flavonoidler, DNA
mutasyonlarmi1  tesvik edebilen serbest radikalleri elimine edebilirler.
Flavonoidlerin direkt veya endojen enzim aracili bir sekilde bu radikal siiptirme
kabiliyeti sayesinde, tiim viicutlar1 x-151n1na maruz birakilmis farelerde koruyucu
etki saglamistir (350, 351).

Cogu kanser tiiriinlin, en azindan kismen sigara veya benzeri kirleticiler gibi
cevresel kimyasallara maruz kalmasindan kaynaklandigi iyi bilinmektedir.
PMF'ler DNA'y1 ultraviyole 15181 absorbe etme yetenekleri ile koruyabilmenin
yanit sira, benzo [a] piren (BaP) ile poliaromatik hidrokarbonlar gibi c¢evresel
kimyasallarin biyoaktivasyonunu da baskilayabilir (352, 353).

DNA onarimi veya hiicre dongiisii kontrol noktasinda bulunan genlerdeki
mutasyonlar, genomik instabilite ile sonuglanir ve sirayla timor olusumuna yol
acabilmektedir. Yapilan bir ¢alisma, tangeretinin, DNA ¢ift iplikli kirilma onarimi1
yetenegine sahip olmayan kanser hiicreleri lizerindeki baskiy1 ortadan kaldirdigini
gostermistir. Tangeretinin bir DNA tamir geni olan SGS1 geni eksik olan maya
hiicrelerinde DNA hasarini artirdigi ve bunun sonucu olarak hiicre 6liimiinii
indiikleyerek mutasyonlarin neden oldugu kanseri onledigi gosterilmistir (325,
351).

Karsinogenez, kisaca kanserin baslatilmasi ve tesvik edilmesi siirecidir.
Igili siirecler; genetik faktorler, cevresel maruziyet, yas ve digerlerinden etkilenen
kompleks bir seri nedenlerle iliskilendirilmektedir. Kanser hiicrelerinin baslamasi
ve gelismesi i¢in, kendi biiyiimelerini tesvik edebilmeleri, yeterli faktorleri
toplayabilmeleri  ve  eliminasyon  mekanizmalarindan  kaginabilmeleri

gerekmektedir. Kemopreventif ajanlar, karsinojenezi onleyebilen, yavaslatabilen
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veya durdurabilen Dbilesikler olarak tamimlanmaktadir (354). In-vivo
gerceklestirilmis bir calismada, turunggil ailesinin kabuklarndan elde edilen
etonolik ekstraktin c-myc onkogeninin ekspresyonunu baskiladigi ve ekstrenin
500 mg/kg viicut agirligi dozunun, DMBA ile indiiklenmis siganlarda hepatik
karsinojenez siiresince N-Ras onkogenini eksprese eden hiicre sayisini
azaltabilecegi ifade edilmistir (355). Ayrica Murakami ve ark. (356), tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada da, bu fito ajanlarin igermis oldugu flavonoidlerin bu
antikanser etkileri DMBA ile olusturulmus cilt kanseri tizerinde de ortaya
konularak flavonoidlerin kanserde bazi onkogen ekspresyonlarini inhibe etmek
kosulu ile karsinojenez siirecini suprese ettiklerine dair bulgular kayitlara
gecmistir.

Daha sonra yapilan in-silico caligmalarda ise, turunggil kabuklarinda
bulunan iki flavonoid olan nobiletin ve tangeretinin biyoaktivite ve anti-
kanserojen ozelliklerine yer verildigi gézlenmistir (357). Nitekim bu ¢alismalarda
bu iki turunggil flavonoidlerinin ATP ve imatinib'e gére c-Src onkogenine daha
yiikksek baglanma 6zellikleri ortaya konulmus olup bu sayede anti-kanser
aktivitelerini gosterdikleri diigiiniilmektedir (355).

Ayrica yapilan bazi aragtirmalarda ise bu flavonoidlerin Faz-l CYP1A2
enzimi iizerinde molekiiler kenetlenme etkisi gostererek, prokarsinojenik
maddelerin aktivitesinde gorevli olan sitokrom P-450 izoenziminin inhibisyonuna
ve kanserin baslangic evresinde supresyonuna neden olduklari bildirilmektedir
(358).

Cesitli  sitokinler tarafindan diizenlenen ve aracilik edilen kronik

enflamatuar yolaklarin siirekli aktif olmasimin, dokularda kanserin baslamasinin
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ve gelisiminin habercisi olduguna dair kanitlar vardir. Bu inflamatuar yolaklardaki
proteinlerin iiretim diizeylerindeki herhangi bir dengesizlikte, tiimor invazyonu ve
metastazina neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, kanser kemoflaksisinde bu
yolaklarin bastirilmasi1  6nemli hedeflerden Dbiridir (359). Flavonoidlerin
inflamasyon-kanser gelisimi yolaklarinda hangi parametrelerle nasil etki
gosterdiklerini, literatiirde de siklikla konu bulmus kolitis ile kolon kanseri
orneklerinden daha iyi anlasilabilir.

Azoksimetan/Dekstran Siilfat Sodyum ile muamele edilmis bir in-vivo
caligmada (325), farelerde kolitis ile iliskili kolon karsinogenez modeli
olusturulmus, cesitli PMF'lerin diyetle uygulanmasi sonucu, enflamatuar faktorler,
Siklin D1 ve VEGF diizeylerini azalttig1 bildirilmistir.

Ayrica ¢esitli flavonidlerle yapilan baska ¢alismalarda, diyette bulunan
flavonoidlere yanit olarak iNOS ve COX-2’ diizeylerindeki diisme, flavonoidlerin
kolon Kkanserli hiicrelerde diisiik proliferasyon ve daha yiiksek apopitoz
diizeylerine neden oldugu bildirilirken bunlarin sonucunda yiiksek g¢okluklu
anormal kript odaklarini baskiladigini ortaya koymustur (360, 361). Tim bu
ornekler, narenciye flavonoidlerinin kolon karsinogenezinin baslangi¢ ve biiylime
asamasinda kemo-Onleyici maddeler olarak hareket edebilecegi hipotezini
giiclendirmektedir.

Lakshmi ve ark. (346), sicanlar iizerinde DMBA ile olusturduklart meme
kanser modelinde, tangeretinin proinflamasyon ve inflamatuar yanit elemanlari
tizerinden bobrek dokusunda koruyucu etkiler olusturdugu rapor edilmistir. Bu
etkileri de bobrek hasar1 sonras1 inflamasyonda kilit diizenleyicilerinden biri olan

NF-kB 'nin aktivitesini inhibe ederek, NF-xB aracili TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi
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proinflamatuar sitokinlerin ve INOS, COX-2 gibi inflamatuar mediatorlerin
genlerini diizenlenmesini down regiile etmek kosulu ile meme kanserogenez
siirecinde bobrek hasarinin gelisimi ve ilerlemesini engelledigi bildirilmistir.

Tim bu mekanizmalarin disinda kanserojenezin promosyon evresinde, diyet
flavonoidlerinin  koruyucu etkilerinin goézlenilmesinin merkezinde, hiicre
proliferasyonunu inhibe etme kabiliyetleri yatmaktadir. Turunggil PMF'lerinin,
anormal ¢ogalan hiicreler tizerine, apopitozu aktive etmek igin ¢ok sayida sinyal
iletim yolunu etkileyerek veya anahtar sinyal proteinlerini modiile ederek
proliferatif etkiyi inhibe edebildigi, hatta tersine c¢evirebilecegi kesfedilmistir.
Tangeretinin, meme kanseri, Kkolorektal karsinomu, akciger karsinomu, mide
kanseri, insan glioblastoma hiicreleri ve ayni zamanda insan kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicreleri de dahil olmak {izere birgok hiicre hattinda
genis antiproliferasyon aktiviteler gosterdigi bulunmustur (325).

Karsinogenez siirecinde hiicre dongiisii arresti, antiproliferasyonun birincil
mekanizmasi olarak goriiliirken bunun yaninda apopitotik, sitotoksik ve sitostatik
etkiler ile siki bir iligki icerisindedir. Yapilan ¢alismalarla hem tangeretinin hem
de nobiletinin, mitoz interfazinda hiicre dongiisii ilerlemesini bloke etme
egiliminde olduklar1 vurgulanmis, ancak farkli hiicre hatlarn ve farkli kanser
tiplerinde, bu naturel bilesiklere kars1 farkli tepki gosterdikleri de raporlanmigtir
(362-366).

PMF'larla iligkili bagka bir anti-kanser yaklasim, hiicrelerin apopitozisinin
tesvik edilmesidir. Cesitli in-vitro ve in-vivo kanser ¢aligmalar1 tangeretin gibi
PMF’larin kanser {lizerine olan anti-proliferatif etkilerini, onlarin dogal bir

apopitotik ajan olmalarina dayandirmaktadir. Ancak bazi arastiricilar (325)
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tangeretinin  kanserli  hiicreleri apopitozise yonlendirmesini farkli etki
mekanizmalar ile agiklamaktadir. Yapilan bir ¢alismada tangeretin Siklin D1 ve
cdk genlerini modiile ederek G2 / M fazinda hiicre arrestine neden oldugu ve
fosfataz ve tensin homolog (PTEN) proteinini modiile ederek glioma hiicrelerinde
apopitozisi indiikledigi, buna mukabil insan meningiom hiicrelerinde ise bu
bilesigin GSK3-B fosforilasyonu sonucu Wnt/B-katenin yolaginin inhibisyonunu
diizenleyerek, apopitozise neden oldugu ifade edilmektedir (367-369). Ayrica
tangeretin HL-60 insan promyelositik 16semi hiicreleri ilizerinde apopitozisi
indiiklemistir (370).

Bir bagka in-vitro c¢alismada (371) iglerinde tangeretininde oldugu
PMF'lerin ¢esitli kloroformlu fraksiyon ekstraktlar, HeLa hiicre hattindaki
hiicrelerinin hayatta kalma oranin1 giiclii bir sekilde azalttigi gozlenmistir ve
IC50 (Tam Inhibisyon igin Gerekli Konsantrasyonun Yaris1) degeri olarak 56.54
pg / mL bildirilmektedir. Kloroform fraksiyon ekstraktindaki PMF'ler, anti-
apopitotik Bcl-2 protein ekspresyonunun asagi regiilasyonunu indiikleyerek,
kaspazlarin proteolitik aktivasyonuna ve polimeraz proteininin bozunmasina yol
actig1 izlenmektedir.

Tangeretinin apopitotik etkilerini ortaya koyan bir g¢alismanin bulgulari,
p53-bagimli mitokondriyal disfonksiyonu yukari regiile ederek ve tangeretinin
etkisiyle intrensek apopitotik yolak gostergeleri olan p53, Bax ve kaspaz-9
proteini dahil olmak {izere pro-apopitotik proteinlerin ekspresyonlarinda artis
oldugu ayrica oliim reseptorleri (Fas/FasL), kaspaz-8, Bid ve tBid proteinlerinin
ekspresyonlarinda da artis sonucu ekstrinsek apopitotik yolagr da

indiikleyebildigi, tiimor hiicre proliferasyonunu ciddi olarak suprese ettigi Sekil
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22’de agiklanmistir. Ayrica ¢alismada bir p53 inhibitoriiniin (PFT-a), tangeretin
ile muamele edilmis AGS hiicrelerinde apopitoz orani tizerindeki etkisi
gbzlemlenmistir. Sonug¢lar PFT-a’nin tangeretin ile tedavi edilen AGS
hiicrelerindeki artmis apopitotik protein ekspresyonlarini azalttigini ve bdylece
tangeretin ile uyarilan apopitozun p53'e bagimli oldugunu ortaya koymustur

(372).
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Sekil 22. Tangeretin’in Insan Gastrik Kanserli Hiicre Hatti Uzerine Apopitoz Yolag
(372)

In-vitro gozlemlenen tiim bu biyolojik aktiviteler daha sonra in-vivo
calismalarla takip edilmis ve narenciye meyvelerinin etanollii ekstresi, sicanlarin
meme ve Kkaraciger kanserojenez modelinde doza bagimli bir sekilde

antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (373, 374).

Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarabilir. Anjiyogenez, hiicrelerin besin ve
oksijen ihtiyacini karsilamak i¢in kanser dokusu etrafindaki yeni kan damarlarinin

biiylimesidir. Kanser hiicreleri biiytimek i¢in gereksinimlerini saglikli hiicrelerden
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karsilayabilirlerse, kolayca diger dokular1 istila edebilir. Ayrica kanser
hiicrelerinin istila edip diger dokulara yayilma kabiliyeti kan damarlar1 araciligiyla
gerceklesirken, lenf damarlar1 da metastaz asamasina miidahil olmaktadir (375).
Dolayisiyla kanserde anjiyogenezin ve metastazin inhibisyonu gerek
rekiirrenslerin - Onlenmesinde gerekse farkli dokulara olan invazyonlarin
engellenmesinde iyi bir straji olarak goriilmektedir (373). Literatiirde narenciye
flavonoidlerinin kanserde anjiyogenezi inhibe ettiklerine dair bulgular ve

mekanizmalarmn kisith oldugu goriilmektedir.

In-vitro olarak 2008 yilinda yapilmis bir calismada, narenciye ekstresinin
WiDr kolorektal kanser hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu artirarak anjiyogenik
aktiviteye sahip oldugu iddia edilmistir (376). Baska galismalar ise, narenciye
ekstraktinin bFGF'nin neden oldugu tavuk CAM embriyonunun, hem kan hem de
makroskobik olarak yeni kan damarlar1 olusumunu inhibe ettigi ve anti-

anjiyogenik etkisinin oldugunu vurgulamaktadir (377).

Son zamanlarda yapilan in-vitro ¢alismalarla (373, 378, 362), nobiletinin,
anjiyogenez aracilari, Akt, HIF-10, NF-kB ve VEGF inhibisyonu yolu ile tiimor
biiylimesini ve ovarian kanserlerin anjiyogenezini inhibe ettigi bildirilmistir. Yine
yakin zamanda Lien ve ark. (362) tarafindan yapilan ¢alismada ise; nobiletinin
U87 glioma hiicrelerinde p38, MAPK ve JNK fosforilasyonunu inhibe ederek

anti-anjiyogenik aktivite gosterdigi ifade edilmistir.

MMP’larin asir1 ekspresyonunun, kanser hiicresi invazyonu ve metastaz
ile iliskili olduguna inamlmaktadir. Ozellikle insan mide adenokarsinom AGS

hiicreleri, insan nazofaringeal karsinoma hiicreleri ve kolorektal kanser hiicre
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hatlarinda in-vitro olarak MMP-1, MMP-9 ve MMP-7 ekspresyonlarini azalttigi
ve MMP'lerin doku inhibitorlerinin diizeylerini artirdigi bildirilirken, PMF’lerin
bu etkilerini Ozellikle fokal adezyon kinaz ve fosfotidilinozitol-3-kinaz/Akt
yolaklarini inhibibe ederek gergeklestigi bildirilmektedir (379, 380). Ayrica
PMF'lerin doza bagimli olarak (300 mg/kg, ip) uygulanmasi, ksenograft farclerde
tiimor olusumunu ve tiimor metastazini etkin bir sekilde baskiladiglr ve izole
tiimorlerdeki NF-kB diizeylerini diisiirdiigli bildirilerek PMF'lerin kanser hiicreleri

tizerine olan anti-invazyon ve anti migrasyon etkileri desteklenmistir.

Tiim bunlarin disinda hem nobiletin hem de tangeretinin, insan meme ve
kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmadan proliferasyonun 6niine

gecebildiklerini ifade eden yeni ¢alismalar da bulunmaktadir (325).

3.3.7.2.2. Tangeretin’in Meme Kanseri ile iliski

Ostrojenler, meme kanseri etiyolojisinde rol oynamaktadir ve bilinen insan
karsinojenleri listesine eklenmistir. Ostrojenlerin, hiicre biiyiimesini ve reseptor
aracili siiregler ve genotoksik metabolitleri yoluyla proliferasyonu uyararak meme
kanserine neden oldugu oOne siiriilmiistiir. Baz1 sentetik kimyasal bilesikler ve
niikleer reseptdr ligandlarinin, tiimére 0Ozgii ER’lerinin ve aromataz
promotdrlerinin aktivitesini inhibe ettigi bilinmesine ragmen, yan etkileri olmayan
daha spesifik ve etkili fitoterapi ajanlarinin daha fazla arastirilmas: ve
gelistirilmesi  gerektigi kanaatini hala gegerli kilmaktadir. Bu nedenle
fitoostrojenlerle Ostrojen {iiretiminin/etkisinin Onlenmesi glinlimiizde meme
kanseri tedavisi i¢in yaygin bir uygulama haline gelmistir. Flavonoidlerin ya da

izoflavonoidlerin Ostrojen etkisini inhibe etmeye yonelik etki mekanizmalar
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arasinda; ER spesifik ligandina baglamay:1 yarismali olarak bloke etmek, zayif
Ostrojenik etki gostermek ve aromataz gen ekspresyonunu veya enzim
aktivitelerini degistirerek Ostrojen iiretimini bozmak sayilabilir (381, 382). Totta
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada (383); ti¢ farkli ER + kanser hatlar1 tizerinde,
Naringeninin ERa + hiicrelerine kars1 antidstrojenik aktivite gosterdigini ve bunun
sonucunda hiicre proliferasyonununda suprese edildigini bildirirken, MDA-MB-
435 hicrelerinde de bu etkilerin oldugu farkli arastiricilar tarafindan
kaydedilmistir (325). Ancak literatiirde meme karsinomlarinin dnlenmesi
noktasinda, tangeretin ile ER’lerinin iligkisini gdsteren yeterli c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu yonii ile bizim ¢alismamizda ER’ni incelememiz iginde ayr1

bir sebep teskil etmistir.

Tangeretin gibi bitki kdkenli bir¢ok biyoaktif bilesenin, meme kanserinden
korunmada giiglii antioksidan ve antikanserojen Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir. Son zamanlarda yapilan in-vivo meme kanser caligmalart,
tangeretinin ve ¢esitli flavonoidlerin meme kanseri {izerine kemopreventif
etkilerini onlarin antioksidan 6zelliklerine dayandirmaktadir. Nitekim DMBA ile
indiiklenmis meme karsinogenezinde, peroksidasyon sonucu, sicanlarin plazma ve
timdrli meme dokularinda meydana gelen artmis dien konjugat diizeyleri ve
artmis TBARS diizeylerine karsilik, biyokanin A uygulanmasinin anti-
lipoperoksidatif 6zelliginin bir gostergesi olarak lipid peroksidasyon durumunu

onemli Ol¢iide azaltarak olusan meme kanserini suprese ettigi bildirilmistir (384).

Yine sicanlar iizerinde gergeklestirilen baska bir meme kanseri modelinde,
tangeretin ile tedavi edilmis siganlarda, tiimér kaynakli serum ve meme

dokusunda olugan ROS’larin diizeylerinin azaldigi, SOD, CAT, GPx gibi
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antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttig1 ayn1 zamanda C ve E vitamin diizeyleri
ile birlikte GSH gibi non enzimatik antioksidanlarin da diizeylerinde onemli
artislar izlendigi bildirilmistir. Tangeretinin bu antioksidan o6zellikleri sayesinde
memedeki neoplastik olusumlarin baslamasi ve ilerlemesini Onleyebilecegi

vurgulanmstir (338).

Meme kanseri, regiile edilmemis hiicre biiyiimesi ve metastaz ile karakterize
bir stireci igermektedir. Bu silirecin yonetiminde ¢esitli flavonoidlerin (naringin,
hesperidin, naringenin, hesperitin, rutin, nobiletin, tangeretin)  anti-kanser
ozelliklerinden faydalanildigi ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ornegin disi
Sprague Dawley irki siganlar iizerinde DMBA ile indiiklenen meme kanser
modelinde, bu flavonoidlerin apopitozu indiiklemek ve hiicre proliferasyonunu
inhibe etmek sureti ile meme kanserini siiprese ettikleri gosterilmistir (373).
Yapilan in-vivo baska ¢alismalarda da; Tangeretin’in MMP-2, MMP-9 ve VEGF
ekspresyonlarin1 downregiile ederek, p53/p21 ekspresyonlarini da upregiile etmek
kosulu ile metastaz inhibisyonu ve apopitoz indiiksiyonunda rol oynadigi, ayrica
PCNA, COX-2 ve Ki-67 gibi tiimor hiicresi proliferasyon belirteclerini etkili bir
sekilde azaltarak sicanlarda DMBA ile indiiklenen meme karsinojenezi

olusumunu ve proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (338, 364).

MCEF-7 hiicreleri ile yapilan bir in-vitro meme kanseri ¢aligmasinda (385),
hesperetinin CDK2, CDK4 ve Cyclin D'nin ekspresyonunu inhibe ederek G1
fazinda hiicre arresti yoluyla MCF-7 hiicreleri lizerine anti-kanser aktivitesi
gosterdigi  ve  proliferasyonun  bastirilmast  timor  silipresorlerinin
ekspresyonlarindaki  artisiyla  (6zellikle  p21  artis1))  iliskilendirildigi

bildirilmektedir.
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Morley ve ark. (339), tarafindan, meme kanseri hiicre hattinda
gergeklestirdikleri ¢calismada, bu bulgulara ek ve farkli olarak MCF-7 hiicreleri
lizerine, 4 glinliik tangeretin tedavisi ardindan kanserli hiicrelerde G1 faz arresti
gozlemleyerek bu hiicrelerde proliferasyonu yiiksek oranda suprese ettigi, fakat bu

hiicreleri 6liime tesvik etmedigi yani apopitoza yonlendirmedigi agiklanmustir.

Tangeretinin kanser lizerine kemopreventif etkileri ile iliskili olarak izah
edilen ¢ogu mekanizmalar meme kanseri iginde ortaktir, ayrica narin meme
kanseri basta olmak lizere tiim bu kanserler ilizerine kemopreventif ve terapotik

etkileri Sekil 23’de 6zetlenmistir.

|

DNA Hasan 4 Hiicre déngiisii arresti 1 Anti Anjiyogenin Etki 1
Mutasyonlar 4 Apoptoz Uyarmm 1 Anti Metastatik Etki 1
Oksidatif Stres Sitotoksik Etki 1 Anti invaziv Etki P

Sitostatik Etki 1

Hiicre Proliferasyon inhibisyonu 4
ER inhibisyonu 4

Aromataz inhibisyonu 1

a

” GO D
Inisiasyon @ [y Promasyon Malignite
i
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Metastaz

Sekil 23. Tangeretin’in Anti-Kanser Mekanizmalar (325)
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3.4.8. Kimyasal Karsinojenler ve Deneysel Kanser Modeli

3.4.8.1. Deneysel Meme Kanseri Modeli

Deneysel kanser olusturma modeli ile ilgili arastirmalar 300 yil 6ncesine
dayanir. Bu siire¢ i¢inde 0zellikle kimyasal karsinojenler araciligi ile spontan veya

transplante edilebilen tiimorlerin kullanilmasi daha 6n plana ¢ikmaktadir (386).

Deneysel olarak bir kanser modeli olusturmada, tiimoriin biyolojik
Ozelliklerini ve uygulanacak ilaglarin sitotoksisitelerini bilmek ne kadar
Oonemliyse, olusturulacak tiimore uygun deney hayvani se¢iminin bilinmesi de o
kadar degerli ve 6nemlidir. Ayrica arzu edilen tiimor olusumunu yakamak icin
kullanilacak olan karsinojenin; dozu, uygulama sekli (zamanm ve sikligl)
kullanilacak olan hayvanin; tiirii, cinsi, soyu, yasi, agirlig1 ve cinsiyeti gibi genetik
ve fenotipik 6zelliklerinin deneysel kanser protokoliine baslamadan belirlenmesi

esastir (93).

Deneysel hayvan model c¢alismalari, arastirmacilara kanserin baglamasi,
ilerlemesi ve diger ¢ok adimli ve karmasik karsinogenez siiregleri hakkinda birgok
faydali bilgi sunmaya hizmet etmektedir. Siganlarda meme kanser modeli, bazi
tiirlerde cesitli karsinojenlerle spontan meme neoplazilerinin olustugunun farkina
vartlmas1 ile ortaya c¢ikmustir (387). Siganlarda meme tiimorleri viris
enfeksiyonlari, radyasyon ve genotoksik karsinojenlerle deneysel olarak

indiiklenebilmektedir (388).

Literatiirde, deneysel olarak olusturulan sigan meme kanser modellerinde;
7,12-dimetilbenz [a] antrasen (DMBA) basta olmak {izere 1,2,5,6-dibenzantrasen

(DBA), 3,4-benzopren, 3-metilkolantren (MCA), 2-asetilaminofluoren,
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etilnitrosotire, butilnitrosoiire ve N-methyl-N-nitrosourea (MNU) gibi karsinojen
ajanlar yaygin olarak kullanilmis olup, bunlarin i¢cinden DMBA ve MNU meme
karsinojen modeli olusturmak i¢in kullanilan en sik iki ajan olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayrica siganlarda DMBA ve MNU tarafindan indiiklenen meme
karsinomlarinin ¢ogu, hormon bagimli oldugu bildirilmektedir. Bu ajanlar
Ozellikle saglam bir endokrin sisteme sahip olan geng¢ bakire disi sicanlara
uygulandiginda, maksimum tiimor insidansi gozlendigi raporlanmistir (387).
Cesitli arastirmacilar sicanlarda, agresif tiimorlerin olusumu i¢in DMBA gibi
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)’larin kullanimini isaret etmektedir.
Ayrica, bu ajanlarla farkli dozlarda ve uygulama sekli ile deri ve akciger gibi

gesitli timorleri olusmakta miimkiindiir (389, 390).

3.4.8.2. DMBA ve Etki Mekanizmasi

PAH’lar potent karsinojen ve mutajen ajanlar olarak bilinmektedir, karbon
iceren bilesiklerin eksik yanmasi sirasinda iretilen ve agirlikli olarak tiitiin
dumani, motorlu tasit egzoz emisyonlari, yag firinlar1 ve tam yanmamis komiir
dumaninda bulunan DMBA bir PAH tiirevidir ve sentetik yollarla da
olusturulabilir (391). DMBA yapisinda, 7. ve 12. karbonda metilen gruplar
tastyan 4 benzen halkasindan olusur (Sekil 24). Ayrica oda sicakliginda kati
olmakla birlikte, suda ki ¢o6ziiniirligii diistiktir (392). Kimyasal ajanlar organizma

tizerine karsinojenik ve mutajenik etkilerini 2 farkli mekanizma ile yiiriitiirler.

Kimyasal ajan organizmada herhangi bir aktivasyona ugramadan direkt DNA
ile reaksiyona girebilir (MNU gibi) ya da DMBA gibi organizmada once

enzimatik yolla aktif ara bilesiklerine donmek kosulu ile, meydana gelen bu aktif
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ara metabolitlerinin ¢esitli makromolekiillerle reaksiyona girmesi sonucu

karsinojenik ve mutajenik etkilerini indirekt olarak yiiriitebilirler (394).

Molekiil Formiilii : C20H16
Molar kiitlesi : 256.34
Erime Sicakligr : 122-123 °C

Sekil 24. DMBA nin Molekiiler Yapisi (393)

Bir PAH olan DMBA organizmadaki karsinojen etkilerini 2 sekilde
gostermektedir. ilk olarak DMBA’nin organizmaya alnmasi sonucu, sitokrom
P450 enzim sistemindeki (mikrozomal enzimler, CYP) monooksijenazlar ve
epoksit hidrolazlar (faz-1 enzimleri) tarafindan hepatik ve ekstrahepatik dokularda
yiiksek oranda reaktif PAH 6zellikte olan diol-epoksitlere metabolize olur ve
ardindan CYP izoformlari CYP1A1l ve CYPIBI enzimleri (faz-1 enzimleri) ile
daha fazla epoksidasyon gerceklestirir. Nihai en elektrofilik ve karsinojenik ajan
olan metaboliti DMBA-3,4-dihidro-diol-1,2-epoksiti 'i olusturur. Bu metobolitler,
DMBA ile indiiklenen memedeki Kkarsinojenez ve mutagenez siiregleri ile
sonuglanan PAH-DNA eklentilerini olusturmak igin DNA’daki adenin

kalintilarin1 hedef alarak kovalent olarak baglanir (395-397).

Ayrica cesitli caligmalar, DMBA’nin mikrozomal enzimler tarafindan

okside edilmesi sirasinda, cesitli reaktif metabolik ara {irlinlerin (peroksitler ve
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siiperoksit anyonlar1) aciga ¢ikmasi sonucu, bir yandan da oksidatif stres
tizerinden, tek ve c¢ift iplikli DNA kopmalarini indikler ve karsinogenez

olusumuna katildigini da gostermistir (346, 398)

DMBA’nin, tiimor olusumu i¢in metabolik aktivasyona gereksinim duymasi
anti-karsinojenik ajanlarin etkilerini degerlendirmede, tiimoriin baslangic ve
ilerleme donemlerindeki metabolizma ve aktivasyonunu goézlemede kullanigh bir
modeldir. Ayrica DMBA ile olusturulan meme kanser modellerinin ¢ogunu

adenokarsinomlar olusturmaktadir (386, 387).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gereg

4.1.1. Hayvan Materyali ve Deney Gruplari

Calisma sirasinda, hayvan materyalinin se¢iminden, deneysel asamanin
sonlandirilmasina kadar gerceklestirilen tiim uygulamalar, Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)'nde standart deneysel uygulamalar etik
kurallarina uygun olarak ve Firat Universitesi Hayvan deneyleri yerel etik kurulu
onayt (Toplant1 Tarihi: 06.0.4.2016, Toplant1 Sayisi: 2016/07, Karar No: 73,
Protokol No: 2016/48) alinarak, yapildi.

Arastirma siiresince hayvanlarin beslenmesi, standart 8mm’lik pellet yem
(Korkutelim Yem Gida San. Tic. A.S., Antalya, Tirkiye) ve ¢esme suyu ile add-

libitum olarak saglandi (Tablo 6).

Tablo 6. Hayvanlara Verilen Pellet Yemin icerigi

Yemde Bulunan Temel Besin Maddeleri Yiizde Oranlari
Ham protein % 24,00
Ham yag % 3,29
Ham seliiloz (en ¢ok) % 6,09
Ham kiil (en ¢ok) % 6,48
Methiyonin % 6,09
Lizin % 1,32

Na % 0,05

Ca % 0,87

P % 0,98




Hayvanlarin giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapildi. Deney
Oncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k, 12 saat karanlik
fotoperiyodunda ve 224+2°C sabit 1sida otomatik olarak klimatize edilen odalarda
hayvanlar i¢in hazirlanmis 6zel kafeslerde 5’erli ve 3’erli gruplar halinde

barindirildi.

Calismada; 8-10 haftalik, 205-220 g agirliginda, Sprague Dawley cinsi, disi
siganlar kullanildi. Siganlar homojen olarak, rastgele 8 gruba ayrildi. DMBA
iceren 4 grupta; Olimlerin meydana gelebilecegini tahmin ederek calismanin
yarida kalmamasi adina her bir grup i¢in 10’ar, diger 4 grubun her birinde ise;
7’ser adet olmak iizere toplam 68 adet sigan kullanilarak ¢alismaya baslanilmis
sonrasinda ise gavaja ve de DMBA uygulamalarina bagl olarak bazi hayvanlar

Olmiis ve calismaya toplam 56 hayvan iizerinden devam edilmistir.

Calismada olusturulan deney gruplari asagida ki gibi detaylandirilmistir;

Kontrol grubu (K, Grup 1), ( n=7): Calisma baslangicinin 15. giiniinde, 1
mL zeytinya8i, gavaj yoluyla, sadece bir kez uyguland1 (Caligma sirasinda bu

gruptaki hayvanlardan herhangi bir kayip yasanmamuistir).

Pomegranat grubu (P, Grup 2), (n=7): Calismanin baglangicindan
itibaren 30. giine kadar, Pomegranat (5 g/kg dozda, 1 mL DMSO [Dimetil
siilfoksit] icinde, gavaj yoluyla, giinde bir kez) ve 15.glinde bir kez (ImL

zeytinyagi, gavaj yoluyla) uygulandi (288).

Tangeretin grubu (T, Grup 3), (n=7): Calismanin baslangicindan

itibaren 30. giine kadar, Tangeretin (50 mg/kg dozda, ImL DMSO i¢inde, gavaj
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yoluyla, giinde bir kez) ve 15.giinde bir kez (1 mL zeytinyagi, gavaj yoluyla)

uygulandi (338).

Pomegranat+Tangeretin grubu (P+T, Grup 4), (n=6): Calismanin
baslangicindan itibaren 30.giine kadar, Pomegranat (5 g/kg) ve Tangeretin (50
mg/kg) dozda birlikte 1 mL DMSO iginde, gavaj yoluyla, giinde bir kez) ve
15.giinde bir kez (1 mL zeytinyagdi, gavaj yoluyla) uygulandi. (Caligmanin ilk
haftasinda bu grupta 1 hayvan asfeksiden 6lmiistiir ve ¢calismaya 6 adet hayvanla

devam etmek zorunda kalinmustir).

DMBA grubu/Kanser grubu (D, Grup 5), (n=7): Calisma baslangicinin
15. giiniinde, DMBA (1 mL zeytinyag icinde 60 mg/kg dozda, gavaj yoluyla, tek
doz) uygulandi (288, 324). (DMBA uygulamasina bagli olarak, bu grupta 3

hayvan 6lmiistiir ve ¢alismaya 7 adet hayvanla devam etmek zorunda kalinmistir).

DMBA+Pomegranat grubu (D+P, Grup 6), (n=8): Calismanin
baslangicindan itibaren 30. giine kadar, Pomegranat (5 g/kg dozda, I mL DMSO
icinde gavaj yoluyla, giinde bir kez ) uyguland1 ve ¢alisma baslangicinin 15.
giininde DMBA (1 mL zeytinyag: i¢inde 60 mg/kg dozda gavaj yoluyla, tek
doz) uygulandi (288). (DMBA uygulamasina bagli olarak, bu grupta 2 hayvan

Olmiistlir ve calismaya 8 adet hayvanla devam etmek zorunda kalinmaistir).

DMBA+Tangeretin grubu (D+T, Grup 7), (n=7): Calismanin
baslangicindan itibaren 30. giine kadar, Tangeretin (50 mg/kg dozda, ImL DMSO
icinde, gavaj yoluyla) uygulandi ve ¢aligma bagslangicinin 15.giintinde DMBA (1

mL zeytinyag1 i¢inde 60 mg/kg dozda gavaj yoluyla, tek doz) uygulandi (324).
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(DMBA uygulamasina bagli olarak, bu grupta 3 hayvan 0lmiistiir ve ¢alismaya 7

adet hayvanla devam etmek zorunda kalinmustir).

DMBA+Pomegranat+Tangeretin grubu (D+P+T, Grup 8), (n=7):
Calismanin baslangicindan itibaren 30.gline kadar, Pomegranat (5 g/kg) ve
Tangeretin (50 mg/kg) dozda birlikte, ImL DMSO i¢inde, gavaj yoluyla, giinde
bir kez) uygulandi ve ¢aligma baslangicinin 15.gliniinde DMBA (1 mL zeytinyagi
icinde 60 mg/kg dozda gavaj yoluyla, tek doz) uygulandi. (DMBA uygulamasina
bagli olarak, bu grupta 3 hayvan 6lmiistlir ve calismaya 7 adet hayvanla devam

etmek zorunda kalinmistir)

Deneye baslanmadan Once, deney siiresince haftada bir kez ve deney
bitiminde hayvanlar kesilmeden 6nce olmak iizere gruplardaki hayvanlarin viicut
agirliklart 6l¢iildi ve gruplar arasi gilinliik biiylime oranlari Glingér ve ark. (399),
tarafindan belirtilen hesaplama ile ortaya konuldu. Hayvanlar giinliikk olarak

inspeksiyonla takip edilerek genel durumlar1 kontrol edildi.

4.1.2. DMBA ile indiiklenmis Meme Kanseri Protokoliiniin

Olusturulmasi

DMBA kullanilarak, 6zellikle Sprague-Dawley tiirii siganlarda tek doz
uygulama ile meme bezine spesifik tiimorler olusturulmaktadir. Literatiirde,
hayvan basma 12-80 mg arasinda DMBA’nin, susam yagi ya da zeytin yagi
icinde ¢oziilerek; oral, gavaj, intraperitoneal (ip) ya da meme i¢i olarak
uygulanmasi ile 8-10 haftalik disi siganlarda 3-4 aylik zaman zarfindan itibaren

meme timori gelistigi gézlenmistir (386, 387).
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Ayrica yakin zamanda yapilan cesitli deneysel olarak indiiklenmis meme
kanser model ¢alismalarinda, sirasi ile tek doz 25 mg/kg (338), 50 mg/kg (288,
338) ve 80 mg/kg (324) canli agirlik dozunda DMBA ’nin gavaj yolu ile siganlara
uygulanmasii miitakip yaklasik 13, 16 ve 12 hafta sonra meme kanserinin
indiiklendigi bildirilmistir.

Tiim bu bilgilerin dogrultusunda, ¢alismamizda DMBA ile in-vivo meme
kanseri olusturma protokolii su sekilde belirlenmistir; siganlara, tek doz oral gavaj
yolu ile 60 mg/kg canli agirlik dozunda DMBA uygulanmistir. Ayrica diger
uygulanan ajanlarda oldugu gibi, DMBA’nin uygulanmas: sirasinda da hayvanlari
irrite etmemek i¢in tiim uygulamalar hafif sedatif eter altinda yapilmis olup ve
enfeksiyona sebebiyet verilmemesi adina da, her hayvana gavaj uygulamasi
sirasinda ayri steril sondalar kullanilmistir. Calismanin 15. giliniinde uygulanan
DMBA’dan sonra yaklasik 115. giiniine kadar tiimdr olusumu icin gegen period,
latent donem olarak adlandirildi. Bu siire ve sonrasinda memedeki kitle
olusumlar1 palpasyonla takip edildi ve ayrica calisma sirasinda saptanan meme
timorlerinin  hacmi, elektronik kumpas yardimi ile, Geran ve ark. (401),
tarafindan, ortaya konulan protokolle belirlendi ve kayit altina alind1. Deneyin 23.

haftasinin sonunda ise siganlar sakrifiye edildi.

4.1.3 Kullamlan Kimyasal Ajanlar ve Hazirlanislar

DMBA,; ¢alismada kullanilan DMBA (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
[TCI], Portland , USA) nin analitik safligi > 98% (GS)’dir. DMBA” dan 60 mg/kg
doz almip 1 mL zeytinyag1 i¢cinde tamamen ¢ozdiiriilerek gavaj uygulamasindan

hemen Once taze olarak hazirlandi

131



Pomegranat; calismada tedavi ajan1 olarak kullanilan Pomegranat
ekstresi, toz formda, dogal polifenolik oranmi standardize (% 37.5’si Ellagitannin
[punikalagin ve gallik asit], % 2.7'si ellajik asit) ve en az 95% saflikta (HPLC ile)
olan ticari tiim nar eksteresi Pomella®( Verdure Sciences®, Noblesville, ABD)

kullanildi.

Tangeretin; c¢alismada tedavi ajami  olarak kullanilan Tangeretin
(AvaChem Scientific, San Antonio, U.S.A.) toz halde ve % 98 (HPLC ile) analitik

safliktaydi.

DMSO; Pomegranat ve Tangeretin’i ¢ozmek icin polar 6zellikli bir
¢oziicli olan % 0,1’lik Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Fisher scientific, Leicestershire,
UK), gavaj uygulamalarindan once giinliik taze hazirlanarak kullanildi (Terapotik

ajanlarin uygulama dozlar1, ImL % 0,1’lik DMSO i¢inde hazirlandi).

4.1.4. Hayvan Materyallerinden Numunelerin Alinmasi, Hazirlanmasi

ve Saklanmasi

4.1.4.1. Kan Numunelerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra siganlar ksilazin-ketamin anestezisi
altinda, steril aletler kullanilarak sakrifiye edildikten sonra kan ve doku
numuneleri alindi; calismada biyokimyasal analizlerin tayini i¢in kullanilacak kan
numuneleri her bir sigandan uygun sekilde, EDTA’l1 biyokimya tiiplerine alindi.
Alman kan numuneleri 3000 rpm’de 10 dakika (dk) santrifiij edilerek (Heraeus
Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-German) plazmalari

ayrildi. Calisilacak parametre sayist fazla oldugu i¢in elde edilen plazma
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numuneleri, eppendorf tiiplere porsiyonlar halinde boliinerek ELISA analizleri

yapilincaya kadar -80°C’de saklandh.

4.1.4.2. Doku Numunelerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Timorli dokuyu kapsayacak sekilde ekzise edilen meme dokusunun bir
kismit % 0,9’luk soguk (+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikandi ve kurutma
kagidi ile kurutulduktan sonra dokular porsiyonlar halinde oksidan-antioksidan ve
western blot ¢alismalar1 yapilana kadar -80°C’de saklandi.

Ayrica eksize edilen timorli meme dokusunun diger kismi da
histopatalojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin, derhal %10’luk
formaldehitde tespit edildi ve boylelikle aliman tiim numuneler belirlenen

yontemlerle analiz edilmek {izere hazir hale geldi.

4.2. Yontemler

4.2.1. Biyokimyasal Yontemler

4.2.1.1. Enzim immun Ol¢iim Yéntemleri

Enzim Immun Ol¢iim Y®éntemleri (EIA), spesifik antijen-antikor baglanma
reaksiyonlarindan faydalanarak aranan antijeni ya da antikoru tayin etmek ya da
Olgmek i¢in kullanilan immiinokimyasal yontemlerdir. EIA ydntemlerinin
esasinda enzimlerin katalitik o6zelliklerinin  kullanilmas1 yatmaktadir. Bu
yontemde belirte¢ olarak glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve B-galaktozidaz gibi
gesitli enzimlerden yararlanilsa da alkalen fosfataz ve horseradish peroksidaz en

stk kullanilan enzimlerdir. EIA teknigi, enzim bagli immunosorbent Glgiim
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(ELISA) ve Enzim-multipl immiin 6l¢iim teknigi (EMIT) gibi farkli isimlerle de
anilmaktadir.

ELISA; serum, plazma, idrar, tiikriik, periton sivisi ve perikard gibi cesitli
viicut sivilarindan ve doku homojenizatlarindan elde edilen siipernantantlarda
arastirilan antijen (Ag)/ antikor (Ab) diizeylerinin dlgtimiinde, kendilerine spesifik
Ab/Ag’ ler ve gesitli enzimler yardimi ile gozlenen renk degisimlerinin plate
okuyucularda otomatize olarak hesaplanmasina dayali EIA teknigidir. Klinik
analizlerde kabul goren duyarli bir tekniktir (93, 402). ELISA c¢alismasi igin

gerekli olan arac ve gereclerin listesi Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. ELISA Yo6ntemi igin Gerekli Sarflar ve Geregler

ELISA yontemi icin gerekli olan malzemelerin listesi

ELISA kiti

Standartlar1 hazirlamak i¢in steril eppendorf tiipler

10-100-1000 pL hacim kapasiteli otomatik pipetler ve pipet uglari
0-100 pL hacim kapasiteli ve 8 kanalli otomatik pipet ve pipet uglari
Inkiibator (shaker)

Vortex

ELISA yikayicisi, okuyucusu ve yazicist

100 mL ve 500ML’lik hacimli beher, erlanmayer

Benmari

Distile su

Kurutma kagidi

Buzdolab1

4.2.1.1.1. Plazma CA 15-3 Diizeylerinin Belirlenmesi

Sican plazma CA 15-3 diizeyleri, YLbiont marka, sican i¢in uyumlu
ELISA kiti kullanilarak calisildi. Kitin Katolog numarasi: YLAO753RA , Lot

numarast: 20161111045, intra-assay: CV< %8, inter-assay: CV< %10, olgiim
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aralig: 0,3-90 plU/mL ve sensitivitesi: 0,15 plU/mL idi. Kit igerigindeki

standartlar 450 nm de ELX800 ELISA okuyucusunda (BioTek Instruments, USA)

spektrofotometrik olarak okutularak elde edilen otomotik absorbans standart

grafigi degerleri (Sekil 25) kullanilarak numune sonuglar1 o6lgiildii. Plate

yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments,

USA) cihaz1 kullanildi. Kit igeriginde bulunan malzemelerin listesi Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. CA 15-3 ELISA Kitinin igerigi

Malzemeler Miktarlan
Stok Standart soliisyonu (96uIU/mL) 0,5mL
Standart Diliienti 3mL

Antikor kapli ELISA plate

Streptovidin-Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjugati
Yikma soliisyonu 30X

Biotinli Anti CA15-3 Monoclonal Ab

Kromojen soliisyonu A

Kromojen soliisyonu B

Stop Soliisyonu

Tiiketici talimat klavuzu

Plate tizerini kapatmak i¢in membran

Hermetik Canta

12 Kuyucuk x 8 (96°1ik)
6 mL

20 mL

1mL

6 mL

6 mL

6 mL

1 adet

2 adet

1 adet
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Plazma CA 15-3 tayini igin standart egri grafigi
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Sekil 25. Plazma CA 15-3’iin Diizey Tayininde Kullanilan ELISA Standart Grafigi

4.2.1.1.2. Plazma CEA Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma CEA diizeyleri, sigan CEA - ELISA kiti (Ylbiont, Shangai YL
Biotech Co Ltd, Katalog no: YLA1432RA, Lot no: 20170801010,
Shangai, China) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak ¢alisildi. Absorbanslar
ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu.
Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50 (BioTek
Instruments, USA) cihazi kullanildi. Sonucglar ng/mL olarak kayit altina alindi.
Kitin intra-assay degeri: CV< %8, inter-assay degeri: CV< %10, o6l¢iim araligi:

0,05-30 ng/mL ve sensitivitesi: 0,031ng/mL idi.

4.2.1.1.3. Plazma VEGF Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma VEGF diizeyleri, sican VEGF - ELISA kiti (Ylbiont, Shangai YL
Biotech Co Ltd, Katalog no: YLAOI190RA, Lot no: 20170715070,

Shangai, China) kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak calisildi. Optik
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dansiteler ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50
(BioTek Instruments, USA) cihazindan yararlanildi. Sonug¢lar ng/mL olarak
verildi. Kitin intra-assay degeri: CV< %8, inter-assay degeri: CV< %10, o6lgiim

araligi: 10-3000 ng/mL ve sensitivitesi: 5,01 ng/mL idi.

4.2.1.1.4. Plazma MMP-9 Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma MMP-9 diizeyleri, sigan MMP-9 - ELISA kiti (Ylbiont, Shangai
YL Biotech Co Ltd, Katalog no: YLAO585RA, Lot no: 20170625036, Shangai,
China) kullanilarak kit prosediiriinde tarif edildigi gibi calisildi. Absorbanslar
ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50
(BioTek Instruments, USA) cihazi kullanildi. Sonuglar ng/mL olarak belirtildi.
Kitin intra-assay degeri: CV< %8, inter-assay degeri: CV< %10, 0l¢iim aralig:

0,05-10 ng/mL ve sensitivitesi: 0,01 ng/mL idi.

4.2.1.1.5. Plazma NF-xB Diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma NF-kB diizeyleri, sigan NF-kB - ELISA kiti (YlIbiont, Shangai YL
Biotech Co Ltd, Katalog no: YLAO113RA, Lot no: 20170715071,
Shangai, China) kullanilarak kit prosediiriinde belirtildigi {izere ¢alisildi.
Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELX50
(BioTek Instruments, USA) cihazi kullanildi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.
Kitin intra-assay degeri: CV< %8, inter-assay degeri: CV< %10, 6l¢iim araligi:

0,05-20 ng/mL ve sensitivitesi: 0,023 ng/mL idi.
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4.2.1.2. Doku Numunelerinin Homojenizasyonu

Derin dondurucuda -80 °C’de saklanan meme dokulari oda 1sisma geldikten
sonra 100 mg olacak sekilde seklinde hassas terazide (SARTORIUS GMBH,
Germany) tartildi. Daha sonra bu dokular tizerine 900mL 0,15M KCI (1;9,w;V)
cozeltisi ilave edilerek +4°C’de, homojenizatér (Ultra TurraxType T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) yardimi ile 16000 rpm’de 3 dk homojenize edildi. Elde
edilen Homojenatlar 5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek berrak bir
stipernantant elde edilene kadar islem tekrar edildi ve elde edilen berrak
stipernatantlar,  oksidan ve  anti-oksidan  parametrelerin  Gl¢timlerini
gerceklestirmek icin ayri ayr1 numaralandirilmis eppendorf tiiplere aktarildi ve

uygun saklama kosullarinda muhafaza edildi.
4.2.1.3 Lowry Yontemine Gore Protein Diizeylerinin Tayini

Siipernatantlardaki protein diizeyleri Lowry metoduna goére (403), tayin
edildi. Bu yontemin pensibi; alkali ortamda proteinlerin Folin-Fenol ayirac ile
mavi bir renk olusturmasina dayanmaktadir.

Ayrraglar:

1- Alkali Bakir Aymraci: 10 g sodyum bikarbonat (Na,CO3), 0.1 g Potasyum
tartarat (C4H4K;06) ve 0.05 g Bakir siilfat (CuSO4) 0.5 N Sodyum hidroksit
(NaOH) i¢inde ¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlandi. (Bu ¢ozelti oda 1sisinda 30
giin dayaniklilig1 korumaktadir)

2- Fenol Ayiraci: 3.75 mL 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracit 63.75 mL distile
suya ilave edilir.

3- Protein Standardi (Albumin): 6.2 g/dL
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Islem:

KOR STANDART ORNEK
Alkali bakir ayiract (mL) 0.25 0.25 0.25
BSA standart1 (mL) - 0.25 -
Stipernatant (mL) - - 0.25
Deiyonize su (mL) 0.25 - -

Tipler 1yice karistirilir ve 10 dk sarsmadan oda 1sisinda inkiibe edildi.

Fenol ayiraci(mL) 1.0 1.0 1.0

Tiipler iyice karistirilip 55°C” de 5 dk bekletildi. Inkiibasyon sonucu hizl1 bir
sekilde zaman kaybetmeden sogutuldu. Daha sonra standart ve 6rnek tiiplerinin
absorbanslar1 650 nm’de kore karsi okundu ve kayit altina alinarak, asagidaki
islemle 6rneklerin toplam protein diizeyleri tayin edildi. Sonuglar 100’e boliinerek

g/mL olarak hesap edildi.

Hesaplama:

Ornek abs. x Standart konsantrasyonu
Toplam Protein Diizeyi (g protein/mL) =

Standart abs. x 100
4.2.1.4. Doku Numunelerinde Oksidan-Antioksidan Parametrelerin

Belirlenmesi

4.2.1.4.1. Doku MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA’nin  meme
dokusundaki diizeyini saptamak i¢cin Ohkawa ve ark. (404), tarafindan ortaya
konulan yontem kullanild1 ve spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu yontemin
prensibi; asidik ortamda (pH: 3.5) ve aerobik sartlar altinda dokudan elde edilen

stipernatantlarin belli sicaklik etkisinde lipid peroksidasyonu sonucu, agiga ¢ikan
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MDA nin, Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin
532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgme esasina dayanmaktadir.
Standart ¢alisma egrisi ile numunelerin konsantrasyonlar1 asagidaki formiille
hesaplandi ve sonuglar toplam protein konsantrasyonlarina bdliinerek nmol/g

cinsinden verildi (Sekil 26).

Hesaplama:

Ornek O.D. x Std. Konsantrasyonu

MDA (nmol/g protein) =
Std. O. D. x Toplam protein konsantrasyonu (g/mL)

Doku MDA tayini igin standart egri grafigi

. y =a+hx
0.8 o a: -2.0039E-01, b:1,4192E+ 01
Ny - . std er:0,17
R? = 0,99978

Absorbans

U 5 10 15 20 25 10

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 26. MDA Calismasinda Standart Egri Grafigi

4.2.1.4.2. Doku SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Meme dokusundaki SOD aktivitesinin tayin edilmesinde; Sun ve
arkadaglar1 tarafindan (405), tarif edilen yontem kullanildi ve Olglim

spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. Yontem prensib olarak ksantin ve
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ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan O," (Siiperoksit radikali)’nin, nitroblue
tetrazolium (NBT)’u indirgeyerek kirmizi renkli formazon kromojeni olusturma
esasma dayanmaktadir. Ortamdaki kirmizi rengin 505 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak okutulmasi sonucu SOD aktivitesi Ol¢iiliir. Olusan
kirmizi rengin siddeti ile SOD aktivitesi ters orantilidir.

Hesaplama:

(AAkar) - (AAémek) x2xD.F.

SOD aktivitesi (U/g protein) =
(AAys;) X Total Protein (g/mL)

AAys: Koriin 180.sn’deki okunan Absorbansi (Az)’indan, koriin 0.sn’deki okunan
Absorbans (A;) farkinin, gegen siire (dk cinsinden)’ye orani ile elde edildi. (A, —

A1)/3dk

AAGmek: Omegin 180.sn’deki okunan Absorbanst (Az)’indan, 6rnegin 0.sn’deki
okunan Absorbans (A;) farkinin, gecen siire (dk cinsinden)’ye orani ile elde

edildi. (Az— Aq)/3dk
2: %50’sindeki inhibisyonu gostermektedir.

D.F: Diliisyon faktoriinii gostermektedir.

4.2.1.4.3. Doku CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz, hidrojen peroksidin, su ve molekiiler oksijen olusturmak iizere
dismutasyonunu katalizlemede gorev alir. Calismada CAT aktivitesini tayin
etmek i¢in Aebi (406), tarafindan gelistirilmis metod kullanildi. Prensip olarak
H,O, konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin 240 nm’de

spektrofotometrik olarak izlenmesi esasina dayanmaktadir.
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Hesaplama:

2,3 x Log (A1/Az) x 10

CAT aktivitesi (k/g protein) =
Ai X Toplam Protein m (g/mL)

A;: 240 nm deki 0. sn’deki (ilk okunan) absorbans degerini gostermektedir

Ay: 240 mn deki 60. sn’deki (son okutulan) absorbansi ifade edtmektedir
At: son absorbans ve ilk absorbans okunmasi arasinda gegen siire (dk)

10: Diliisyon Faktorii
4.2.1.4.4. Doku GSH-Px Aktivitesinin Belirlenmesi

Doku orneklerinde, GSH-Px aktivite tayini Paglia ve Valentina (407).
tarafindan ortaya konulan spekrofotometrik yontemle analiz edildi. Yontemin
esasi; ortamdaki hidrojen peroksit varliginda, GSH-Px glutatyonun oksidasyonunu
katalizlemesine yani bagka bir deyisle rediikte glutatyonu (GSH) okside glutatyon
(GSSG) formuna yiikseltgenmesinde gorev alir. GSSG ise glutatyon rediiktaz
(GSH-Rx) ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’ye indirgenir. NADPH’in
NADP*’ya yiikseltgenmesi esnasindaki absorbans azalmasmin 340 nm dalga

boyunda okunmasi, ortamdaki GSH-Px aktivitesini tayin etmeye dayanmaktadir.

Hesaplama:

(AAJE) X V1 x 10°
GSH-Px aktivitesi = U/L (mikromol/min/L) = x 10
EXVn XA

E: NADP’nin ekstinksiyon sabiti (6.22 X 103)

V1: Kiivetteki son toplam voliim (1.495 mL)
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Vn: Kiivette bulunan numune voliimii (0.010 mL)
A : Kiivetin ¢ap1 (1 cm)

AA/t: 3dk’daki absorbans farki [ (Ag.gk-As.dk) /3]
10°%: Molii mikromole déniistiirme sabiti.

10: Seyreltme faktorii

uU/L
GSH-Px aktivitesi (U/gr protein) =

1000 x Total protein (g/mL)

4.2.1.4.5. Doku GSH Diizeyinin Belirlenmesi

Doku numunelerinde rediikte glutatyonun tayini Fairbanks ve Klee (408),
tarafindan gelistirilen yontemden modifiye edilerek gergeklestirildi. Yontemin
prensibini 6zetlersek; numunelerin i¢inde bulunan glutatyonun siilfidril gruplar
ile Elman ayiracinin reaksiyona girmesi sonucu olusan sari1 renkli kromejenik
kompleksin, absorbansinin 412 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmesine
dayanir. Numunelerdeki GSH tayinleri, standart ¢alisma egrisinden (Sekil 27)

faydalanarak asagidaki formiille hesaplandi.

Hesaplama:

Ornek O.D. x Std. Konsantrasyonu x 10

GSH (umol/g protein) =
Std. O. D. x Toplam protein konsantrasyonu (g/mL)

10: Diliisyon faktoridiir.
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Doku GSH tayini igin standart egri grafigi

1,6

1,4

1,2
(7]
c
] 1
e}
S
8 0,8 y =a+bx
2 a: -2.39E+00, b: 3.52E+ 02

0,6 std er: 1,08E+01

2 _
0,4 R?=0,9973
0,2
0
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (umol/L)

Sekil 27. GSH Calismasinda Standart Egri Grafigi

4.2.1.5. Western Blot Yontemi

Blotlamanin dilimizdeki kelime anlami ‘lekelemek’ olarak ifade edilse de,
bilimsel olarak protein ve niikleik asitlerin jelden membrana gecirilmesini ifade
eden tiim metodlarin genel ismidir. Bu metodlardan ilki 1975 yilinda gelistirilen
DNA’nin tesbitinde kullanilan Southern blotlama teknigidir. Metodun ismi, bu
yontemin mucidi Edwin Southern’dan ileri gelmektedir Daha sonraki arastiricilar
tarafindan, Edwin’e saygi amaciyla RNA tespit yontemi Northern blot , protein
tespit yontemi ise Western blot olarak adlandirilmistir (156).

Western blot yontemi; molekiiler calismalarda, spesifik bir proteinin
gorlintiilemesi ve tanimlanmasi igin siklikla bagvurulan bir analiz tipidir. Prensib
olarak, Sodyum Dodesil Siilfat-Poli Akrilamid Jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yardimiyla, bir protein karisimindaki proteinlerin molekiler agirliklarindan
faydalanilarak, ayristirilmasi esasina dayanmaktadir. Kisaca yontemde; jele

yiiklenen proteinler kati bir destek membrana (nitroselliiléz ya da polividin floriir
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[PVDF]) ¢esitli yontemlerle (1slak ve semi-dry) transfer edilmektedir, bu islem
ayni zamanda blotlama olarak adlandirilmaktadir. Membrana transferi
gerceklesmis olan proteinlerden, aranan proteine 6zgii spesifik antikorun non-
spesifik olarak baglanmasimi onlemek i¢in genellikle BSA ya da yagsiz siit tozu
igeren soliisyonlar ile farkli antijenik epitoplarin lizerleri kapatilarak, bloklama
islemi gerceklestirilir. Calisilacak molekiile 6zgil spesifik birincil antikor
araciligiyla membran inkiibe edilir. Ardindan bagli olmayan antikorlar1 ortamdan
uzaklagtirmak i¢in yikama islemleri uygulanir. Yikama islemlerinden sonra ise
kullanilacak substratin 6zelligine gore ¢esitli enzim (alkalen fosfataz, peroksidaz),
radyoaktif veya floresan isaretlilerle bagh ikincil antikorla membran tekrar inkiibe
edilmektedir. Cesitli tespit yontemine uygun substratlar ( kromojenik [DAB],
kemiliiminesan [ECL] ) kullanilarak aranan protein bantlarinin belirlenmesi
gerceklestirilmektedir edildi (409). Tespit islemi biten protein bantlari, kullanilan
yonteme uygun olarak g¢esitli gorlintiileme sistemleri yardimi ile analiz

edilmektedir.

4.2.1.5.1. Western Blot Analizi icin Dokularin Hazirlanmasi1 ve Total

Protein Tayini
4.2.1.5.1.1. Dokularin Homojenizasyonu ve Protein Ekstraksiyonu

Derin dondurucuda (-80 °C’de) bekleyen meme dokulari ¢ikarildi. Steril
bistriiller yardimi ile parcalara ayrilan dokular, 100 mg seklinde hassas terazide
(Sartorius GMBH, Germany) tartildi ve RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz®
Biotechnology, Inc. USA) c¢o6zeltisi igine aktarilan dokular  (1;9,w;v), bir

homojenizator (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic, Germany) yardimi
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ile 16000 rpm’de 3 dk boyunca homojenize edildi (Homojenizasyon +4 Cde buz
kaliplart i¢inde gergeklestirildi). Elde edilen homojenatlardan ¢ekirdek proteini
ekstraksiyon iglemleri i¢in, sogutma ayarli ve kademeli santifigasyon islemi yapan
ultrasantifiigasyon cihazi (BECKMAN COULTER Optima™ L-100XP
Ultracentrifuge, Brea, CA, US, rotor: TYPE 90 TI) ve bu cihaza uygun rotor
basliklar1 (CAP ASSY, AL 5/16" TUBE, dirin kodu:344091), mikro
santifiigasyon tiipleri (2.0 mL Ultra-Clear™ Centrifuge Tube, 8 x 49 mm, iiriin
kodu; BC.344091) kullanilarak 90.000 rpm’de 1 saat +4 °C’de ultrasantifigasyon
islemi gergeklestirildi. Santrifiij islemi bittikten sonra alinan siipernatantlar
numara siralar1 baz alinarak ayr1 eppendorflara porsiyonlandi. Bu hazirlanan
stipernatantlardan hem total protein tayini hem de western blot analizleri

gerceklestirildi.
4.2.1.5.1.2. Doku Numunelerinin Total Protein Tayini

Meme dokusundan hazirlanmis olan homojenatlardan elde edilen
siipernatantlarin total protein diizeyleri, Qubit protein 6l¢iim kiti (Qubit Protein
Assay Kit, Invitrogen, USA) ve uygun tiipler (Qubit Assay Tubes 500 pL,
Invitrogen, USA)  kullanilarak, kit prosediiriinde belirtildigi iizere, Qubit
Fluorometer-I cihazinda (Invitrogen, USA) tayin edildi. Sonuglar mg/mL olarak

kayit altina alindi.
4.2.1.5.2. Western Blot Analizinin Uygulama Asamalar:

Calisma siiresince kullanilan gerekli malzemeler bir liste olarak Tablo 9’da
verilmistir. Calismamizda western blot analizi sirasinda sirasit ile asagidaki

protokol takip edilmistir:
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1. Jele yiliklenecek olan protein numunelerinin hazirlanmasi,

2. Protein karigimlarinin dikey SDS-PAGE’e yiiklenmesi, yiiriitiilmesi

3. Blotlama, bloklama ve antikorlarla inkiibasyon asamalart,

4. Protein bantlarinin goriintiilenmesi ve protein ekspresyon diizeylerinin

saptanmasi,

Tablo 9. Western Blot Analizinde Kullanilan Malzemeler

Western Blot analizi i¢in kullamlan malzemeler

Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA)

X Cell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System (invtrogen™. USA)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad Laboratories, USA)

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Jel Imm X 10 kuyucuklu (Invitrogen™, USA)

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X)

NuPAGE®™ LDS Sample Buffer (4X)

NuPAGE® MES BIS-TRIS Running Buffer Kit COMBO (20 X) (invitrogen™, USA)

NUPAGE® Antioxidant (invitrogen'", USA)

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen™, USA)

iBlot® Transfer Stacks, PVVDF membran, regular-size 10 Blots (Invitrogen™, USA)

iBlot® Dry Blotting System (iBlot® Gel Transfer Device and apparatus), (Invitrogen™, USA)

Shaker (Metabolik inkiibat6r, Thermo-shaker MBS100-4A, Poland)

Vorteks (VELP SCIENTIFICA,F20220176, Europe)

Mouse Monoclonal Anti-B-Aktin primer antikoru (NB600-501, NOVUS BIOLOGICALS®, Littleton, USA)
Mouse Monoklonal Anti —p53 primer antikoru (NB200-103, NOVUS BIOLOGICALS®,

Littleton, USA)

Mouse Monoklonal Anti —Bax primer antikoru (NBP1-28566, NOVUS BIOLOGICALS®,

Littleton, USA)

Mouse Monoklonal Anti —Bcl-2 primer antikoru (NB100-78543, NOVUS BIOLOGICALS®, Littleton, USA)

Mouse Monoklonal Anti —B-Catenin primer antikoru (NBP1-54467, NOVUS BIOLOGICALS®, Littleton,
USA)

Mouse Monoklonal Anti —Cyclin D1 primer antikoru (NBP2-32840, NOVUS BIOLOGICALS®, Littleton,
USA)

WesternBreeze® Chromogenic Detection Kit—Anti-Mouse (WB7103, invitrogen™, USA)

Scanner (Hewlett Packard Company, Photosmart C3100, California, ABD)

147



1- Jele yiiklenecek olan protein numunelerinin hazirlanmasi

Total protein diizeyleri bilinen numuneler %4-12 Bis-Tris gradyenli jel’e 20
uL’lik hacimlerde yiiklenmeden oOnce, Tablo 10°da sematize edildigi {izere
kasetteki her bir kuyucuga yiiklenen 6rnek protein miktarinin esit olabilmesi i¢in
(30pg), +4°C’de buz kaliplar1 i¢inde bulunan numunelere; prosediirlerinde
belirtildigi gibi NUPAGE® Sample Reducing Agent (10X), NUPAGE® LDS
Sample Buffer (4X) ve distile su ilave edilerek son hacimler 20 pL olacak sekilde
200 pL’lik eppendorf tiiplere protein karisimlart konuldu ve 10 dk, 70 °C’de
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA) cihazinda denatiire edildikten sonra

-20 °C’de 5 dk bekletildi.
Tablo 10. Qubit Florometre 1ile Total Protein Diizeyleri Belirlenen Doku

Siipernatantlarindan Jele Yiiklenecek Olan Protein Karisiminin Hazirlanmasini Gosteren

Ornek Hesaplama

Olg:ult_en Jele yiiklenecek I LDS Sample Sample
Protein N . Distile su Reducing
. . ornek miktarlar Buffer
diizeyleri (uL) (nL) (4X) (uL) Agent
(mg/mL) # a (10X) (pL)
3,5 8,6 4,4 5 2

2- Protein karisimlarinin dikey SDS-PAGE’e yiiklenmesi, yiiriitiilmesi

Yiizde 4-12 oranlarinda Bis-Tris jel iceren kasetlerimizin en alt
kisimlarindaki beyaz bantlar ¢ikarildi ve iist tarafinda jele gomiilii olan tarakli
aparat, kuyucuklara zarar verilmeden dikkatlice ¢ikarildi ve kuyucuklar tizerinde
kalan hava kabarcilar1 ve sivi pipet yardimi ile bertaraf edildi. Jelli kasetimiz

dikey SDS-PAGE tankinin (X Cell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System)
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i¢inde sabitlendi. Daha sonra 20 kat konsantre olan SDS vyiiriitme soliisyonundan
(20 X) (NuPAGE® MES BIS-TRIS Running Buffer Kit COMBO, Invitrogen'
USA) 25 mL alinip bir mesura yardimi ile son hacim 500 mL olacak sekilde
distile su ilave edildi. Boylece kullanima hazir 1X” lik runnig buffer elde edildi ve
dikey elektroforez tankina yerlestirilmis olan kasetlerin orta boliimiine hazirlanan
bu 1X’lik yiirlitme soliisyonu dikkatlice bosaltilarak, kuyucuklarin iizerini
tamamen kapatacak sekilde tagsmasina izin verildi. Tankin orta kismindaki tampon
¢ozeltinin kasetlerin disina sizmadigindan emin olunduktan sonra, jelli
kasetlerimizin bulundugu orta kisma denk gelecek sekilde 500 pL antioxidant
(NUPAGE" invitrogen, USA) ilave edildi. Ornekleri jele yiiklemeden énce O-
100 pL’lik bir pipet yardimiyla, hazirlanan tampon ¢ozelti ile her bir kuyucuga
pipetaj yapilarak kuyucuklar icindeki hava kabarciklari alindi. ilk kuyucuga
markerden (SeeBlue Plus2 Pre-stained Standart, invitrogen, USA) 10 pL
eklendi. Diger kuyucuklara da siras1 ile 20 pL hacimde, hazirlamis oldugumuz
ornek karisimlart pipetlendi. Pipetleme islemlerinin ardindan dikey jel
elektroforez kapagindaki kutup bagliklari, tanktaki yerlerine tam denk gelecek
sekilde kapatilarak, jel iizerindeki proteinlerin negatif (katot) kutuptan, pozitif
(anod) kutba dogru gégii i¢in gii¢ kaynagimiz (Bio-Rad Laboratories, USA) 150V
sabit akimda, 1 saate ayarlandi. Proteinlerin elektroforezdeki yliriime islemi
sonlandiktan sonra gii¢ kaynagi kapatilarak, kasetler steril jel bicagi yardim ile
baglant1 noktalarindan ayrildi. Bu islem sirasinda jele zarar vermemeye dikkat
edildi. Kasetteki kuyucuga denk gelen jel cikintilar1 ile en alttaki bosluklu

kisimlara denk gelen jel kisimlari, steril bir jel bigagi yardimi ile uzaklastirildi.
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Son olarak jeli kasetten ayirma islemi ise steril bir kaba aktarilmis distile suyun

icerisinde gergeklestirildi.

3- Blotlama, bloklama ve antikorlarla inkiibasyon asamalari

Blotlama basamag; bu islem iBlot Dry Blotting System cihazi igerisinde
(iBlot® Gel Transfer Device and apparatus, Invitrogen™, USA), iBlot® Transfer
Stack, PVDF membran kit (invitrogen , USA) kutusundan cikarilan bir adet
anod, katot, filtre kagidi ve slinger yardimi ile gergeklestirildi. Sirasi ile anod un
tizerindeki jelatin agilarak plastik kabiyla birlikte blotlama igin en alt katman
olusturuldu. Daha sonra distile su igerisinde bulunan jeller dikkatli bir sekilde
(kirllmadan) alinarak anod tabakasmin {iist kismina aktarildi. Jelin iizerine
homojen olarak hafif islatilmus filtre kagidi serilerek bir rulo yardima ile {izerinden
gecildi ve boylece hava kabarciklarinin giderilmesi saglanildi. Filitre kagidinin
izerine ise yine kit iceresinden g¢ikan ve blotlama isleminin katot tabakasini
olusturmaya yarayan materyal koyuldu (bu asamada bakir yiizeyin siingere dogru,
jelli kisitmin ise filtre kagidinin lizerine bakacak sekilde yerlestirilmesine dikkat
edildi). Son olarak cihazin kapak kisminda kendine 06zgii yeri olan siinger
yerlestirildi ve kapak kilitlendi. Cihaz P3 programinda 8 dk’ya uyarland:1 ve jel
tizerindeki proteinlerin ve markerlerin transferi gergeklestirildi. Blotlama islemi
bittikten sonra cihazin kapag: agilarak sirasi ile siinger, katot tabakasi, filtre kagid
ve jel ortamdan dikkatlice yine bir pens yardimi ile uzaklastirildi. Anod
tabakasinin iizerinde bulunan her bir PVDF membran ise daha 6nceden markere
gore bant yerleri tespit edilen noktalardan steril bir bistiiri ile cutting (kesim)
uygulanarak ikiye bolindii, referans proteinimiz olan B-Aktin ve hedef

proteinimiz olan p53 proteinlerini igeren bu membranlar, WesternBreeze®™
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Chromogenic Kit-Anti-Mouse (WB7103, Invitrogen™, USA) kiti ile birlikte
verilen steril plastik kaplarin igerisinde bulunan distile suya pens yardimi ile
aktarildilar. Bu boylece SDS kalintilar1 membranlardan uzaklagtirmis oldu.
Bloklama basamag:; ticari kit (WesternBreeze® Chromogenic Kit—Anti-
Mouse, WB7103, Invitrogen", USA) prosediiriine uygun olarak asagidaki Tablo
11°e gore hazirlanan bloklama soliisyonundan, her bir plastik steril kapta bulunan
membranlara 10 mL aktarilarak, yarim saat boyunca oda isisinda, inkiibatorde
bloklama islemi gergeklestirildi. Membranlar iizerindeki bloklama soliisyonlar
giderildikten sonra, membranlar 20 mL distile su ile inkiibatérde 5 dk boyunca

calkaland1 ve bu yikama iglemi toplamda 2 defa gerceklesti.

Primer ve sekonder antikorlarla inkiibasyon ve diger basamaklar;
bloklama islemlerinin ardindan, referans protein olarak secilen Mouse
Monoklonal ~ Anti-B-Aktin ~ primer  antikoru  (NB600-501, NOVUS
BIOLOGICALS®, Littleton, USA) ve hedef primeri olarak adlandirilan Mouse
Monoklonal Anti-p53 primer antikoru (NB200-103, NOVUS BIOLOGICALS®,
Littleton, USA), antikor sulandirma soliisyonlar1 (bloking soliisyonu) igerisinde
Tablo 11°deki gibi sulandirildiktan sonra, bu primer antikor soliisyonlar: plastik
kaplar igerisinde bulunan membranlar {izerine, pipet yardimi ile aktarilarak
25°C’de 60 dk calkalayicida inkiibasyona birakildilar. Primer antikorlar ile
inkiibasyon basamagi bittikten sonra, membranlar Tablo 11 ‘de gosterildigi gibi
hazirlanan 20 mL antikor yikama soliisyonu ile muamele edildi bu islem 5 dk 4

kez ¢alkalayicida gerceklestirildi ve bu basamakta sonlandirildu.
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Tablo 11. Western Blot Analizinde 3. Basamakta Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

(?erek“ PVDF Membranda kullamilmak iizere
Soliisyonlar
Ultra filtre edilmis su 14 mL
Bloklama Blocker/Diluent A 4 mL
soliisyonunun
hazirlanmasi Blocker/Diluent B 2mL
Toplam hacim 20 mL
Referans Primer B-Aktin primer antikoru, 1:2000 oraninda, 10 mL bloklama
Antikorun
diliisyonu soliisyonu igerisinde diliie edildi.
p53 primer antikoru, 1:2000,
Bax primer antikoru, 1:200,
Hedef Primer Bcl-2 primer antikoru, 1:1000,
Antikorlarin
diliisyonu pB-Catenin primer antikoru, 1:1000,
Cyclin D1 primer antikoru, 1:400 oranlarinda 10 mL
bloking soliisyonu ile sulandirildi.
. Ultra filtre edilmis su 150 mL
Antikor Yikama
soliisyonunun Antikor Yikama soliisyonu (16X) 10 mL
hazirlanmasi .
Toplam hacim 160 mL

Yikama islemleri bittikten sonra, membranlar 10 mL kullanima hazir
sekonder antikor ile muamele edilerek calkalayicida 25 C’de 30 dk siiresince
inkiibasyona birakildi. Bu islem sonlandiktan sonra yine 20 mL antikor yikama
soliisyonlar1 ile 5 dk 4kez calkalayicida yikama islemleri gerceklestirildi. Non-

spesifik baglanmalar1 ortadan kaldirmak ve daha temiz bir bant eldesi i¢in,
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membanlar 20 mL distile su ile 2 dk 3 kez yikandi1 ve her yikamadan sonra distile

su dokuldu.

4- Protein bantlarimin goriintiilenmesi ve protein ekspresyon diizeylerinin
saptanmasi

Membranlarin iizerine, kullanima hazir kromojenik substrattan 5 mL
pipetlenerek karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun yaklasik 20
ila 45. dk’lar1 igerisinde bantlarin gelisimi izlendi ve membranlar 20 mL distile su
ile yikandi. Her seferinde membrandaki su dokiiliip yenisi ile degistirildi. Bu
islem de toplamda 2 dk ve 3 kez uygulandi. Daha sonra membranlar bir pens
yardimi ile kurutma kagitlar iizerinde kurumaya alind1 ve western blot analizinin
biiyiik bir kismu titizlilikle sonlandirildi. Son olarak protein bantlarimizi igeren
membranlarimiz uygun bir tarayict (Hewlett Packard Company, Photosmart
C3100, California, ABD) 600 dpi ile taranarak bilgisayar ortamina aktarildi. Elde
edilen protein bantlari; image-j programi (National Institute of Health, Bethesda,
ABD) aracilig1 ile (8-bit formatinda, gri renk skalasina gore kalibre edilerek her
bir bant i¢in ayr1 grafik ¢izdirilerek) goriintiilendi. Rolatif protein yogunluklari -
Aktin proteini (¢alismamizda referans olarak kullanilan housekeeping) ile
standardize edilerek hesaplandi ve protein ekspresyon diizeyleri kayit altina alindi.

Ayrica yukarida p53 proteini iizerinden gdstermis oldugumuz western blot
uygulama prosediirleri, ¢aligmamizdaki western blot analizi yapilan diger
proteinlerin (Bax, Bcl-2, B-katenin ve Cylin D1) doku ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinde de ayni sekilde uygulanmis olup, gereksiz tekrardan kaginmak

tizere detaylandirilmamustir.
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4.2.2. Histopatolojik, Immunohistokimyasal ve TUNEL Analizleri

Histolojik calisma i¢in her gruptan alinan meme dokular1 %10’luk formol
soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Dokular daha sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara gémiildi

(Tablo 12).

Tablo 12. Histolojik Takip Serileri

Takip Soliisyonlari Siire
1 %70 Alkol 2 saat
2 %80 Alkol 1,5 saat
3 %96 Alkol | 30 dk
4 % 96 Alkol 1 30 dk
5 %100 Alkol | 30 dk
6 %100 Alkol Il 30 dk
7 Alkol + Xylol 15 dk
8 Xylol | 15 dk
9 Xylol 11 15 dk
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dk
11 Yumusak parafin 1 saat
12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat
14 Gomme
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4.2.2.1. Histopatolojik Analizler

Parafin bloklardan 4-6 mikron kalinliginda elde edilen kesitler, otomatik
boyama cihazinda hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak, 1sik mikroskobu
(Olympus BX53) altinda (200X biiylitme yapilarak) degerlendirildi ve
goriintiileme cihazi (Olympus DP72) ile ¢ekilen fotograflar kayit altina alindi.

Ayrica sakrifiye edilen hayvanlarin meme dokularindaki kitleler
makroskopik incelemelerden sonra fotograflanarak kayit altina alindi. Meme
dokusundaki tiimoral olusumlarin uzman bir patolog tarafindan mikroskopik
olarak belirlenmesinden sonra ¢esitli hesaplamalar ile gruplardaki tiimdr tutulum
insidans oranlar1 (324), ortalama tiimor hacimleri (401) ve timor agirliklar: (324)

ortaya konuldu.

4.2.2.2. immunohistokimyasal Analizler

Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
aktarildi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirildikten
sonra antigenin agiga ¢ikmasi igin sitrat tamponu i¢inde (pH:6) mikrodalga
firminda (750 Watt) 7+5 dk kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20
dk sogutmak i¢in bekletilen dokular, PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417,
Sigma-Aldrich, USA) ile 3 x 5 dk yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini onlemek icin hidrojen peroksid blok ¢ozeltisi (Hydrogen Peroxide
Block, TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA) ile 5 dk boyunca inkiibe
edildi. PBS ile 3x5 dk yikanan dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dk
Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA) ¢ozeltisi uygulandi.

Daha sonra dokular, sirasiyla 1:100 ve 1:1000 oranlarinda dilue edilen Ki-67
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(Rabbit polyclonal Anti-Ki-67 antibody, PA5-16785, ThermoFisher Scientific,
Rockford, U.S.A.) ve ER-a (Rabbit polyclonal Anti- ER-a antibody, PA1-308,
ThermoFisher Scientific, Rockford, U.S.A.) primer antikorlar1 1 saat nemli
ortamda 25°C’de inkiibe edildi. Primer antikor ile muamele islemi biten dokular,
PBS ile 3x5 dk yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-
Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dk nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor ile
muamele islemi biten dokular, PBS ile 3x5 dk yikanip Streptavidin Peroxidase
(TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dk nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC
Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip
151k mikroskobunda goriintli sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak dokular
PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular
PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision
Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmligr (0.1: <%25, 0.4: %26-50,
0.6: %51-75, 0.9: %76-100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok az, +1: az, +2: orta,

+3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor = yayginlik x siddet
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4.2.2.3. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin prosediiriinde belirttigi tizere ApopTag® Plus Peroxidase
In Situ Apoptosis Detection Kit’i (EMD Milipore Corp, cat no: S7101, Temecula
USA\) kullanilarak apopitoza giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yikandi. Proteinase K (% 0.05°1ik) ile 10 dk inkiibe
edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hidrojen
peroksit ile 5 dk inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dk
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu
(%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) ile 60 dk inkiibe edildi. Stop/Wash
Buffer da 10 dk bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Peroksidaz ile 30 dk
muamele edildi. Diaminobenzidin (DAB) substrati ile apopitotik hiicreler
goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyast yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢cin meme dokusu kullanildi. Negatif
kontrol dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi.

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 apopitotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk
biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apopitotik en az 500 hiicre
sayildi. Apopitotik hiicrelerin, toplam (normal + apopitotik) hiicrelere oranlanmasi
ile Apopitotik indeks (Al) hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Boyama

metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 13).

157



Tablo 13. TUNEL Boyama Prosediirii.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3x15 dk
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dk
4 PBS 5dk
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir. ...
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dk
7 PBS 3X5 dk
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,05) 3dk
9 PBS 3X5 dk
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dk
11 Calisma soliisyonu (%70 pL R.B.+%30 TdT Enzyme) 60 dk
37°C’de
12 Stop/V\{ash Buffer (2mL) +Distile su (68mL) Oda 10 dk
sicakliginda
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dk
14 PBS 3x5 dk
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dk
16 PBS 3X5 dk
17 Distile su 5dk
18 Harris hematoksilen 1-5 dk
19 Distile su 5dk
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dk
21 Xylol 2x5 dk
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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4.2.3. istatistiksel Analizler

Biyokimyasal analizler sonucu, elde edilen verilerde kanser olusumunu
ortaya koymak ic¢in; bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda kullanilan
nonparametrik olan Mann-Withney U testi kontrol ve DMBA gruplar1 arasindaki
istatistiksel farklilig1 gostermede kullanildi. Istatistiksel olarak en diisiik
anlamlilik i¢in p<0.05 degeri kabul edilirken, sonuglar Median (Min-Max)
seklinde verilmistir.

Yine biyokimyasal yontemler sonucu, elde edilen verilerde; ilaglarin
kemopreventif etkinligini ortaya koymak igin ise; Once ikiden fazla gruplar
arasindaki farkliliklarin  karsilastirilmasinda kullanilan nonparametrik  olan
Kruskal-Wallis testi D, D+P, D+T, D+P+T gruplar1 arasindaki istatistiksel
farklilignr gostermede kullanilirken, sonrasinda ikili grup karsilastirilmasinda
kullanilan Dunn Testi ile bu farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi gosterilmistir.
Istatistiksel olarak en diisiik anlamlilk icin p<0.05 degeri kabul edilirken,
sonuglar Median (Min-Max) seklinde verilmistir.

Immunohistokimyasal ve TUNEL boyama analizleri sonucunda elde edilen
verilerde gruplar arasindaki karsilastirmalar1 gostermek i¢in; dnce parametrik olan
tek yonlii varyans analizi testi (One-way ANOVA testi) ile birlikte, sonrasinda
coklu karsilastirmalar igin ise post-hoc Tukey HSD testi uygulandi. Istatistiksel
olarak en diisiik anlamlilik ig¢in p<0.05 degeri kullanildi. Sonuglar ortalama =+
standart sapma olarak gosterildi.

Gruplar arasindaki canli agirlhik farkliliklar1 ise 6nce parametrik olan tek
yonlii varyans analizi testi (One-way ANOVA testi) ile birlikte sonrasinda ¢oklu

karsilastirmalar icin ise post-hoc Bonferroni Testi uyguland. Istatistiksel olarak
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en diisiik anlamlilik i¢in p<0.05 degeri kullanildi. Sonuglar Median (Min-Max)
seklinde verilmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen tiim verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Firat
Universitesi’ne lisansl olan IBM SPSS Statistics 22 Paket Programi (Lisans No:

42021148100141a304ab) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Gruplara Ait Genel Makroskobik Degerlendirmeler

Calismaya Kontrol (K) grubunda 7, Pomegranat (P) grubunda 7, Tangeretin
(T) grubunda 7, P+T grubunda 7, DMBA (D) grubunda 10, D+P grubunda 10,
D+T grubunda 10, D+P+T grubunda 10 sigan olmak iizere, 8-10 haftalik 205-220
g agirhiginda toplamda 68 adet disi Sprague Dawley tiirii sican kullanilarak
baslandi. Calismamizda P+T grubundan 1, D grubundan 3, D+P grubundan 2,
D+T grubundan 3 ve D+P+T grubundan da 3 adet sican kaybedildi ve ¢alismaya
56 adet sigan tlizerinden devam edildi. (K; n=7, P; n=7, T; n=7, P+T, n=6, D; n=7,
D+P; n=8, D+T; n=7, D+P+T; n=7). Calismanin deneysel asamasi toplamda 23
hafta stirmiistiir.

Deney siiresi ve sonrasinda, hayvanlarda husule gelen makroskobik
degisiklikler inspeksiyon ve palpasyon yolu ile degerlendirildi. Bu siiregte kontrol
grubundaki hayvanlarin genel durumlarinda herhangi bir patoloji gdzlenmedi
(Sekil 28). DMBA grubundaki hayvanlarin tiiyleri kontrol grubundakilerle
karsilastirildiginda, kaba karisik goriinlimde olup yer yer dokiintiiler gbzlenmistir
(Sekil 29). Tedavi gruplarindaki bazi siganlarda da benzer belirtiler izlenmesine
ragmen, DMBA grubundaki gibi yaygmn degildi. Calismanin ilk iigte birlik
diliminden sonraki siiregte DMBA grubunda birka¢ hayvanda inspeksiyonla
vaginal kanamalar gézlemlenirken, ayni gruptaki 3 adet hayvanin gdzlerinde
korliik olusumu tespit edildi (Sekil 29). Ayrica diger tedavi ajanlari ile birlikte
DMBA uygulanan gruplardaki birka¢ hayvanda da korliik gelistigi makroskopik

bulgulara eklendi.



Sekil 28. Kontrol Grubundaki Saglikli Hayvanlarin Genel Goriintiisi

Sekil 29. DMBA Grubundaki Hayvanlarda Gézlemlenen Makroskopik Degisikler
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Sakrifikasyon sonrasinda g¢ikarilan organ ve dokularin makroskopik
degerlendirilmesinde ise Ozellikle DMBA grubundaki hayvanlarin biiyiik bir
cogunlugunda hepatomegali ve splenomegali gézlemlenirken, ayni1 gruptan 5 adet
hayvanin meme dokusunda ise yaygin tiimoral tutulumlar gézlemlendi (Sekil 30).
Ayrica yine ayn1 gruptaki siganlarin makroskopik organ degerlendirmeleri sonucu
bazi hayvanlarin akciger ve uterus dokularinda kitle olusumlar1 ve nekrotik
odaklarla birlikte, karin i¢ organlarinda asir1 yaglanma belirtileri goriilmiistiir.
Diger tedavi gruplarinda da bu bulgular benzer olarak goézlemlenirken, DMBA
grubuna kiyasla gerek meme dokusundaki tiimor tutulumlarinin sayisi ve gerekse
diger organlardaki makroskobik lezyonlarin yaygmligi daha az oldugu
gozlemlendi. Timoér olusumlart i¢in detayli makroskopik ve mikroskopik

degerlendirmeler histopatolojik bulgularda verilmistir.

Sekil 30. Sakrifiye Isleminden sonra DMBA Grubundaki Hayvanlarin Organlarinda

Gozlemlenen baz1 Makroskobik Degisikler
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5.2. Gruplara Ait Viicut Agirhiklar1 ve Biiyiime Oranlar:

Calisma baslangicinda ve deney bitiminde hayvanlar kesilmeden once
gruplardaki hayvanlarin viicut agirliklar1 ve giinliik bliylime oranlari arasindaki
farkliliklar agsagidaki sekilde degerlendirildi.

Pomegranat ve Tangeretin'in oral yoldan uygulanmasinin viicut agirligi artisi
veya bliyiime orani iizerinde herhangi bir olumsuz etkisi olup olmadigini
belirlemek ic¢in tlim sigcanlar rutin olarak izlendi. Caligmada bir ay boyunca,
sadece bu tedavi ajanlar1 verilen P, T ve P+T gruplarinda, kontrol grubuna gére
hayvanlarin baslangic ve nihai viicut agirliklarinda anlamli bir fark bulunmazken,
tim gruplarda viicut agirliklarinin normal bir oranda arttigi tespit edildi (Tablo
14). DMBA verilen tiim gruplardaki siganlarda ise viicut agirliklar1 ve biiyiime
oranlart median degerleri, kontrollere gbére anlamli derecede diisiikk oldugu
gozlendi (p<0,001) (Tablo 14). DMBA ile kiyaslandiginda, tim tedavi
gruplarindaki ( D+P; D+T; D+P+T ) viicut agirliklar1 ve biiyiime oranlarinin
anlamli derecede yiiksek oldugu goézlendi (sirasi ile p<0,001; p<0,005; p<0,001)
(Tablo 14). DMBA’nin, kontrollere gore onemli dlglide azalmis kilo alimi ve
biiyiime oranlarma neden oldugu tespit edilirken, DMBA ile meme kanserinin
indiiklendigi siganlarda, Pomegranat ve Tangeretin tedavileri ile canli agirlik (CA)

kazanci ve biiylime oranlarinda 6nemli bir artis oldugu belirlendi.
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Tablo 14. Gruplar Arasindaki Canli Agirlik (CA) Kazang Farklari

1. Hafta CA (g)

23. Hafta CA (9)

Total A. Kazanci (g)

Biiyiime oranlari (g)

Gruplar Median (min-max) Median (min-max) Median (min-max) Median  (min-max)
K 215 (207-225)  308,5 (298-323,5) 97,1 (87,7-99,5) 0,68 (0,62-0,71)

p 218  (207,5-226)  293,5 (290-325,1) 83,5 (70-99,1) 0,59 (0,50-0,70)

T 213,5  (198-219) 295 (263,6-307,8) 80,2 (55-109,8) 0,56 (0,39-0,78)
T+P 219,7  (202-227) 312,5  (290-325,7) 90,8  (86,1-106,2) 0,64 (0,61-0,75)
D 208,6 (203,8-228)  255,5 (245-260) 44,5° (32-53,7) 0,31° (0,23-0,38)
D+P 205,6 (201-217,5) 277  (256,4-287,2) 67,5° (55,4-81) 0,47° (0,39-0,57)
D+T 210  (200-214,3)  269,7 (265-280) 66" (55-69,4) 0,46™  (0,39-0,49)
D+T+P 210  (200,7-220) 280  (274,5-310,5) 71,9°  (65,5-90,5) 0,50" (0,46-0,64)

& p<0,001: Kontrol (K) grubuna gore (One-way ANOVA, Bonferroni testi)
®p<0,001, "°p<0,005: DMBA (D) grubuna gére (One-way ANOVA, Bonferroni testi)

5.3. Gruplara Ait Biyokimyasal Bulgular

5.3.1. Plazma CA 15-3 ve CEA Diizeyleri

Plazma CA 15-3 diizeyleri median degerleri DMBA grubunda (36,35

ng/mL) kontrol grubuna gore (11,35 ng/mL) istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksek tespit edildi (p=0,001). DMBA grubu ile D+P (17,72 ng/mL), D+T (18,99

ng/mL) ve D+P+T (18,44 ng/mL) gruplarn karsilastirildiginda ise tiim tedavi
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gruplarinda plazma CA 15-3 diizeyleri’nin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diistiigti belirlenmistir (3 grup igin; p<0,05) (Tablo 15, Sekil 31).

Plazma CEA diizeyleri median degerleri DMBA grubunda (4,47 ng/mL)
kontrol grubuna gore (2,80 ng/mL) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
tespit edildi (p=0,01). DMBA grubu ile D+P (3,99 ng/mL), D+T (3,61 ng/mL) ve
D+P+T (3,6 ng/mL) gruplarn Kkarsilastirildiginda ise tiim tedavi gruplarinda
plazma CEA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diisiik tespit edilmistir (p<0,05)

(Tablo 15, Sekil 32).

Tablo 15. Plazma Tiimor Belirtegleri Diizeyleri

CA 15-3 CEA
(ng/L) (ng/ml)

Gruplar Median (min-max) Median (min-max)
K (G1, n=7) 11,35 (7,49-13,92) 2,80 (2,22-3,41)
P (G2, n=7) 15,08 (10,02-27,65) 3,45 (2,16-4,13)
T (G3,n=7) 16,95 (9,33-19,71) 3,53 (2,60-4,05)
P+T (G4, n=6) 16,02 (9,54-20,38) 3,09 (2,11-4,15)
D (G5, n=7) 36,35 (18,54-60,58) 4,47% (4,00-8,70)
D+P (G6, n=8) 17,72° (12,61-34,93) 3,99 (2,80-5,24)
D+T (G7, n=7) 18,99° (14,25-29,05) 3,61° (2,79-4,25)
D+P+T (G8, n=7) 18,44° (11,33-20,59) 3,60° (2,93-4,42)

# p=0,001: Kontrol (K, G1) grubuna gére (Mann-Withney U testi)
®n<0,05: DMBA (D, G5) grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 31. Gruplara Ait Plazma CA 15-3 Diizeyleri

% p=0,001: Kontrol (K, G1) grubuna gére (Mann-Withney U testi)
Pn<0,05: DMBA (D, G5) grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 32. Gruplara Ait Plazma CEA Diizeyleri

% p=0,001: Kontrol (K, G1) grubuna gére (Mann-Withney U testi)
Pn<0,05: DMBA (D, G5) grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.2. Plazma VEGF, MMP-9 ve NF-kB Diizeyleri

Plazma VEGF diizeyleri median degerleri DMBA grubunda (430,96
ng/mL) kontrol grubuna (203,66 ng/mL) oranla yiiksek tespit edildi ve
istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,001). DMBA grubu ile D+P (265,5 ng/mL),
D+T (264,98 ng/mL) ve D+P+T (234,88 ng/mL) gruplar1 karsilastirildiginda ise,
tedavi gruplarinin tiimiinde plazma VEGF diizeylerinde istatistiksel olaral anlaml
azalmalarin oldugu gozlenmistir (3 grup i¢in; p<0,05) (Tablo 16, Sekil 33).

Plazma MMP-9 diizeyleri median degerleri agisindan karsilagtirildiginda
DMBA grubunda (1,5 ng/mL) kontrol grubuna (0,96 ng/mL) gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gézlendi (p<0,005). DMBA grubu ile D+P (1,22 ng/mL),
D+T (1,34 ng/mL), D+P+T (1,15 ng/mL) gruplarinin karsilagtirtlmalarinda ise
tiim tedavi gruplarinda azalmis MMP-9 diizeyleri tespit edilirken bu azalmalarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (Tablo 16, Sekil 34).

NF-kB diizeyleri median degerleri DMBA grubunda (3,46 ng/mL) kontrol
grubuna gore (1,91 ng/mL) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(p<0,005). DMBA grubu ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda hem D+P (2,35
ng/mL) grubunda (p<0,05) hem de D+P+T (2,28 ng/mL) grubunda (p<0,05) NF-
kB diizeylerinde istatistiksel anlamli azalislar tespit edilirken D+T (2,36 ng/mL)
grubundaki azalma ise istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo 16, Sekil

35).
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Tablo 16. Plazma Anjiyogenez Diizeyleri

VEGF

(ng/ L protein)

MMP-9 NF-xB

(ng/ L protein) (ng / mL protein)

Gruplar Median (min-max) Median (min-max) Median (min-max)
K 203,66  (187,09-244,42) 096  (0,86-1,23) 1,91  (1,55-2,63)
P 252,58  (193,11-269,20) 1,01 (0,85-1,67) 1,84  (1,78-2,11)
T 22826  (164,61-270,10) 1,12 (0,78-1,35) 2,01  (1,61-2,26)
P+T 21535  (200,16-262,02) 1,03  (0,80-1,41) 1,75  (1,54-2,13)
D 430,96 (271,16-568,48)  150°  (1,07-2,12) 3,46  (2,34-5,06)
D+P 265,50  (165,43-302,52) 1,22 (1,11-1,97) 2,35°  (1,97-3,55)
D+T 264,98°  (230,93-286,47) 1,34  (0,80-1,90) 2,36 (2,27-3,92)
D+P+T  234,88°  (217,71-327,73) 1,15  (1,04-1,68) 2,28°  (2,01-2,68)
# p=0,001; ®p<0,005 Kontrol grubuna gére (Mann-Withney U testi)
Pp<0,05: DMBA grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 33. Gruplara Ait Plazma VEGF Diizeyleri

% p=0,001; ®p<0,005: Kontrol grubuna gére (Mann-Withney U testi)
Pp<0,05: DMBA grubuna gére (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 34. Gruplara Ait Plazma MMP-9 Diizeyleri
& p<0,005: Kontrol grubuna gére (Mann-Withney U testi)
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Sekil 35. Gruplara Ait Plazma NF-kB Diizeyleri

& p<0,005: Kontrol grubuna gére (Mann-Withney U testi)
Pn<0,05: DMBA grubuna gére (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.3. Doku Oksidan ve Anti-Oksidan Diizeyleri

Doku MDA diizeyleri median degerleri DMBA grubunda (63,35 nmol/g
protein) kontrol grubuna gore (24,38 nmol/g protein) istatistiksel olarak anlamli
artis gostermistir (p=0,001). DMBA grubu ile D+P (51,05 nmol/g protein), D+T
(57,94 nmol/g protein), D+P+T (33,5 nmol/g protein) gruplarinin
karsilastirilmasinda ise, tiim tedavi gruplarindaki doku MDA diizeyleri azalma
gOstermis olup istatistiksel ag¢idan anlamli bir azalma sadece iki ilacin birlikte
uygulandigi D+P+T tedavi grubunda tespit edilmistir (p<0,005) (Tablo 17, Sekil
36).

Doku SOD aktivite diizeyleri median degerlerinin DMBA grubunda (610,7
U/g protein) kontrol grubuna gore (987,69 U/g protein) istatistiksel agidan énemli
bir sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0,005). DMBA grubu ile D+P (754,19 U/g
protein), D+T (686 U/g protein), D+P+T (759,74 U/g protein) gruplarinin
karsilastirilmasinda, tedavi gruplarinm tiimiinde doku SOD aktivite diizeyleri
artmig fakat istatistiksel agidan bir anlamlilik géstermemistir (Tablo 17, Sekil 37).

Doku CAT aktivite diizeyleri median degerlerinin DMBA grubunda (0,084
k/g protein) kontrol grubuna kiyasla (0,216 k/g protein) istatistiksel olarak anlaml
sekilde yaklasik 2.5 kat kadar diisik oldugu tespit edilmistir (p<0,005). D+P
(0,231 k/g protein), D+T (0,168 k/g protein), D+P+T (0,192 k/g protein) tedavi
gruplarinda DMBA grubuna gore, doku CAT aktivite diizeylerinin yiiksek oldugu
ancak istatistiksel agcidan 6nemli olmadigi tespit edilmistir. (Tablo 17, Sekil 38).

Doku GSH-Px aktivite diizeyleri median degerleri DMBA grubunda
(923,36 U/g protein) kontrol grubuna gore (2359,71 U/g protein) istatistiksel

olarak 6nemli sekilde azalma gostermistir (p<0,005). D+P (1395,58 U/g protein),
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D+T (1519,22 U/g protein), D+P+T (1477,38 U/g protein) tedavi gruplarinda
DMBA grubuna gore, GSH-Px aktivite diizeylerinin artmis oldugu
gozlemlenirken, bu artiglarin istatistiksel olarak 6nem tasimadiklar1 kaydedildi.
(Tablo 17, Sekil 39).

Doku GSH diizeyleri median degerleri agisindan DMBA grubunda (0,672
umol/g protein) kontrol grubu (12,110 umol/g protein) ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, yaklasik olarak 20 kat diisilk oldugu
saptanmigtir (p=0,001). DMBA grubu ile D+P (3,889 umol/g protein), D+T
(2,170 umol/g protein) ve D+P+T (3,745 pmol/g protein) gruplarinin
mukayesesinde ise, tedavi gruplarinin hepsinde doku GSH diizeyleri istatistiksel
acidan anlaml bir sekilde artmustir (sirast ile p<0,01; p<0,05 ve p<0,01 ) (Tablo

17, Sekil 40).
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Tablo 17. Gruplararas1 Oksidan ve Anti-Oksidan Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

MDA SOD CAT GSH-Px GSH
(nmol/g protein) (U/g protein) (k/g protein) (U/g protein) (umol/g protein)
Gruplar Median (min-max) Median (min-max) Median (min-max) Median (min-max) Median (min-max)
K 24,38 (20,64-38,18) 987,69 (700,48-1123,86) 0,21  (0,10-0,49) 2359,71 (886,28-3803,72) 12,11 (5,57-12,66)
P 35,87 (19,65-60,03) 986,39 (626,22-1246,40) 0,22  (0,13-0,34)  2503,12 (1941,75-4285,75) 11,08 (3,73-17,77)
T 40,15 (26,86-43,94) 688,23 (254,46-783,60) 0,22  (0,14-0,26) 2878,21 (1517,81-3632,45) 8,92  (3,85-15,63)
P+T 31,09 (28,76-40,59) 851,22 (649,84-1024,47) 0,20  (0,15-0,50) 2960,44 (1463,39-4032,70) 11,25 (7,55-15,90)
D 63,35%*% (51,13-136,87) 610,70™ (403-961,92) 0,08%  (0,04-0,21) 923,367 (496,78-1887,77) 0,67°** (0,55-1,52)
D+P 51,05 (29,82-91,46) 754,19 (700,43-948,18) 0,23  (0,10-0,29) 139558 (983,50-2398,98) 3,88  (1,46-6,41)
D+T 57,94 (37,64-111,93) 686 (412,67-939,62) 0,17  (0,13-0,24) 1519,22 (779-2042,25) 2,17°  (1,02-5,51)
D+P+T  3350°"°(20,68-43,86) 759,74 (529,15-927,19) 0,19  (0,09-0,35) 1477,38 (1009,28-5919,28) 3,74 (1,46-8,57)

& p<0,05; ® p<0,005; *** p=0,001: Kontrol (K) grubuna gore (Mann-Withney U testi)
b p<0,05; bb p<0,01; bbb p<0,005: DMBA (D) grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 36. Gruplararasi Doku MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

4@ n=0,001: Kontrol (K) grubuna gore (Mann-Withney U testi)
bbb 1<0,005: DMBA (D) grubuna gére (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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Sekil 37. Gruplararasi Doku SOD Aktivitesinin Karsilagtirilmasi
% p<0,005: Kontrol (K) grubuna gére (Mann-Withney U testi)
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Sekil 38. Gruplararasi Doku CAT Aktivitesinin Karsilastirilmasi
& p<0,05: Kontrol (K) grubuna gore (Mann-Withney U testi)
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Sekil 39. Gruplararasi Doku GSH-Px Aktivitesinin Karsilastirilmasi
% p<0,005: Kontrol (K) grubuna gore (Mann-Withney U testi)
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Sekil 40. Gruplararasi Doku GSH Diizeylerinin Karsilastiritlmasi

%@ n=0,001: Kontrol (K) grubuna gore (Mann-Withney U testi)
®p<0,05: P° p<0,01: DMBA (D) grubuna gore (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.4. Doku p53 Proteini Ekspresyon Diizeyleri

Western blot analizine gore, meme dokusundaki p53 protein ekspresyon
diizeyleri, kontrol (%100) grubuna gére DMBA (%78) grubunda istatistiksel
olarak %22 oraninda daha diisiikk gézlenmistir (p<0,01). Tedavi gruplart DMBA
ile karsilastirildigi zaman, doku p53 protein ekspresyon diizeyleri D+P (%136) ve
D+P+T (%146) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar gosterirken D+T

(%109) grubundaki artigin ise istatistiksel olarak O6nemsiz oldugu saptanmistir

(Sekil 41).
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Sekil 41. Gruplara gére Doku p53 Proteini Ekspresyon Diizeyleri (%)

#p<0,01;  p<0,005; #*®p=<0,001: Kontrol (K) grubuna oranla (Mann-Withney U testi)
b p<0,01; PP p<0,005; **°p<0,001: DMBA (D) grubuna oranla (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.5. Doku Bax Proteini Ekspresyon Diizeyleri

Sekil 42°de gosterilen Western blot histogramina gore, meme dokusundaki
Bax protein ekspresyon diizeyleri, kontrol (%100) grubuna kiyasla DMBA (%53)
grubunda o6nemli (p<0,001) olarak %50’ye yakin bir oranda azaldigi tespit
edilmistir. Tedavi gruplarinin DMBA ile kiyaslanmasi durumunda, doku Bax
protein ekspresyon diizeylerinin D+P (%131) ve D+P+T (%140) gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldikleri gozlenirken, D+T (%117)

grubundaki ylikselme ise istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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Sekil 42. Gruplara gére Doku Bax Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

#p<0,01;  p<0,005; #*®p=<0,001: Kontrol (K) grubuna oranla (Mann-Withney U testi)
b p<0,01; PP p<0,005; **°p<0,001: DMBA (D) grubuna oranla (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.6. Doku Bcl-2 Proteini Ekspresyon Diizeyleri

Sekil 43’deki histogram incelendiginde meme dokusundaki Bcl-2 protein
ekspresyon diizeyleri, kontrol (%100) grubuna oranla DMBA (%138) grubunda
istatistiksel acidan anlamli (p<0,001) olarak %38’lik bir oranda arttigi
gosterilmektedir. D+P (%121), D+T (%127) ve D+P+T (%l111) tedavi
gruplarinda, DMBA grubuna gore azalmis olarak saptanan doku Bcl-2 protein

ekspresyon diizeyleri ise istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 43. Gruplara gére doku Bcl-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

4p<0,01; ® p<0,005; ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna oranla (Mann-Withney U testi)
b p<0,01; ®° p<0,005; P*°p<0,001: DMBA (D) grubuna oranla (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.7. Doku B-katenin Proteini Ekspresyon Diizeyleri

Asagidaki sekil 44°de goriildiigii iizere B-aktinle standardize edilmis doku 3-

katenin protein ekspresyon diizeyleri, kontrol (%100) grubuna gére DMBA

(%140) grubunda istatistiksel olarak %40 oraninda artmistir (p<0,005). Doku B-

katenin protein ekspresyon diizeylerinin D+P (%118), D+T (%122) ve D+P+T

(%113) tedavi gruplarinda, DMBA grubu ile oranlandiginda diisiik oldugu tespit

edilmis fakat bu diisiisler istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Sekil 44. Gruplara gére Doku B-katenin Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

4p<0,01; ® p<0,005; **@p=<0,001: Kontrol (K) grubuna oranla (Mann-Withney U testi)
b p<0,01; ®° p<0,005; P*°p<0,001: DMBA (D) grubuna oranla (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.3.8. Doku Siklin D1 Proteini Ekspresyon Diizeyleri

Meme dokusu Siklin D1 ekspresyonunu gosteren histogramda (Sekil 45) ,
normalize edilmis doku Siklin D1 protein ekspresyon diizeyleri, kontrol (%100)
grubuna gére DMBA (%145) grubunda %45 oraninda yiikselmistir ve gruplar
arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,005). Ayrica
doku Siklin D1 ekspresyon diizeyleri, DMBA grubuna gére D+P (%138) , D+T
(%100.5) ve D+P+T (%116) tedavi gruplarinda azalmistir ancak istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik sadece D+T grubunda goriilmiistiir (p<0,01).

M Kontrol P T P+T D D+P  D+T  D+P+T

PoktinaziDae- W e S S S G S

SiklinD136kD%_“ PEENEEESEE I I —
175
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Ekspresyon Diizeyi (%)

Gruplar

Standardize Edilmis Siklin D1 Proteini

Sekil 45. Gruplara gore Doku Siklin D1 Protein Ekspresyon Diizeyleri (%)

#p<0,01;  p<0,005; #*®p<0,001: Kontrol (K) grubuna oranla (Mann-Withney U testi)
b p<0,01; PP p<0,005; **°p<0,001: DMBA (D) grubuna oranla (Kruskal-Wallis, Dunn testi)
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5.4. Histopatolojik, Immunohistokimyasal Degerlendirme ve TUNEL

Analizi
5.4.1. Histopatolojik Bulgular

Kanserli hiicrelerin  belirlenmesi i¢in yapilan hemotoksilen-eozin
boyamanin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda; saglikli sicanlardan
olusan kontrol grubuna ait meme dokusu kesit alanlarinda adipoz dokusu ve
asinusleri sekil 46” da gosterilmistir. Kanserli siganlardan olusan DMBA grubuna
ait meme dokusu kesit alanlarinda yer yer solid odaklar izlenmis olup, duktus

yapilarinda olusan invaziv duktal karsinom goriiniimii sekil 47°de gosterilmistir.

Sekil 46. Kontrol Grubuna Ait Normal Meme Dokusunun Histopatolojik Gortintimii
(H&E 200X) (resmin ortasindaki tekli ok; duktal yapilari, resmin altindaki 3’li oklar;

adipoz dokulari, resmin sagindaki 3’1ii oklar ise; asiner hiicreleri gdstermektedir)
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Sekil 47. DMBA Grubuna Ait invaziv Duktal Karsinomlu Meme Dokusunun
Histopatolojik Goriintimii (H&E 200X) (resmin alt kismindaki 3°1i oklar solid alanlari,

resmin sag alt kismindaki 3’1 oklar ise invaziv duktal yapilart gostermektedir)

Ayrica histopatolojik degerlendirmeler sonucunda ki tiim gruplara ait
timor tutulum insidanslari, timor hacimleri ve tiimor agirliklarl asagidaki gibi

(Sekil 48, Tablo18) gosterilmistir.
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Sekil 48. DMBA Grubuna Ait Memedeki Timér Tutulumunun, Hacminin ve Agirliginin Makroskopik Goériiniimii
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Sekil 49. D+P Grubuna Ait Memedeki Tiimor Tutulumunun, Hacminin ve Agirhiginin Makroskopik Goriintiimii
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Sekil 50. D+T Grubuna Ait Memedeki Tiimor Tutulumunun, Hacminin ve Agirliginin Makroskopik Goriiniimii
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Tablo 18. Gruplara Gére Tiimdr Tutulumu ve insidansi, Ortalama Tiimér Hacimleri,

Tiimor Agirliklarinin Dagilimi

Sican Timér Tiimér Ortalama OrEa Iaf.ma
Gruplar Sayisi Insidans Tamor Timor
Tutulumu Hacimleri Agirhiklar
% 3
K 7 - - - -
7 - - - -
T / - - - -
P+T 6 - - - -
D 7 5 71,42 5,1 1,49
D+p 8 1 12,50 1,42 0,39
D+T 7 1 14,28 0,28 0,29
D+P+T ! - 2 - -

* tiimdriin histopatolojik ¢esidini gdstermektedir; olusmus timor tutulumlarinin %951
invazif duktal karsinom tanisi almustir.

5.4.2. Immunohistokimyasal ve TUNEL Analiz Bulgular

ER-a

ER-o immune reaktivitesi i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamanin
1s1k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; ER-a immun reaktivitesi G1 (Sekil
51a), G2 (Sekil 51b), G3 (Sekil 51c), G4 (Sekil 51d) gruplarinda benzer olarak
izlendi. G1 grubu ile kiyaslandiginda ER-a immun reaktivitesi G5 (Sekil 51e), G6
(Sekil 51f), G7 (Sekil 51g) ve G8 (Sekil 51h) gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmist1 (p<0,05). Kanser grubu (G5) ile kiyaslandiginda ise
ER-0 immun reaktivitesi tiim tedavi gruplarinda (G6, G7 ve G8) istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azaldigi (p<0,05) izlendi. Ayrica tedavi gruplari
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arasinda ER-o reaktivitesi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

izlenmedi.

Sekil 51. A, B, C, D ER-o. ’nin Gruplara Ait Immunohistokimyasal Boyanma
Ozellikleri.(200X)

A: Kontrol; B: Pomegranat; C: Tangeretin; D: Pomegranat+Tangeretin
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Sekil 51 E, F, G, H ER-a *nin Gruplara Ait immunohistokimyasal Boyanma
Ozellikleri.(200X)
E: DMBA,; F: D+P; G: D+T,; H: D+P+T

Ki-67

Ki-67 immun reaktivitesi i¢in yapilan immunohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; Ki-67 immun reaktivitesi G1 (Sekil
52a), G2 (Sekil 52b), G3 (Sekil 52c), G4 (Sekil 52d) gruplarinda benzer olarak
gozlemlendi. G1 grubu ile kiyaslandiginda Ki-67 immun reaktivitesi G5 (Sekil
52e), G6 (Sekil 52f), G7 (Sekil 52g) ve G8 (Sekil 52h) gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0,05). Kanser grubu (G5) ile

kiyaslandiginda ise Ki-67 immun reaktivitesi tiim tedavi gruplarinda (G6, G7, G8)
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi saptandi (p<0,05). Ayrica tedavi
gruplar1 arasinda Ki-67 immun reaktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik izlenmedi.

Sekil 52 A, B, C, D Ki-67’nin Gruplara Ait Immunohistokimyasal Boyanma
Ozellikleri.(200X)

A: Kontrol; B: Pomegranat; C: Tangeretin; D: Pomegranat+Tangeretin
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nin Gruplara Ait immunohistokimyasal Boyanma

2

67

F, G, HKi

Sekil 52. E

Ozellikleri.(ZOOX)
E: DMBA; F: D+P; G: D+T; H: D+P+T
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TUNEL

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda; TUNEL pozitifligi G1 (Sekil 53a),
G2 (Sekil 53b), G3 (Sekil 53c) ve G4 (Sekil 53d) gruplarinda benzer olarak
izlendi. G1 grubu ile kiyaslandiginda TUNEL pozitifligi G5 (Sekil 53e) grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmisti (p<0,05). G5 grubu ile
kiyaslandiginda ise G6 (Sekil 53f) ve G8 (Sekil 53h) gruplarinda TUNEL
pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (p<0,05) ve
kontrolden yiiksek olarak saptanirken, bu pozitiflik G7 (Sekil 53g) grubunda
istatistiksel olarak anlamli degildi. G7 ve diger tedavi gruplart arasinda (G6 ve
G8); TUNEL pozitifligi agisindan istatistiksel olarak bir farklilik olmadig:

gozlendi.
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Sekil 53. A, B, C, D Gruplara Ait TUNEL Boyanma ile Apopitotik Hiicrelerin
Gosterilmesi.(400X)

A: Kontrol; B: Pomegranat; C: Tangeretin; D: Pomegranat+Tangeretin
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Sekil 53. E, F, G, H Gruplara Ait TUNEL Boyanma ile Apopitotik Hiicrelerin
Gosterilmesi.(400X)
E: DMBA,; F: D+P; G: D+T,; H: D+P+T
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Tablo 19. Immunohistokimya Histoskorlari ve Apopitotik indeks (%)

ER-a Histoskor

Ki-67 Histoskor

Apopitotik indeks (%)

Normal Malign Normal Malign Normal Malign
Gruplar
doku doku doku doku doku doku

K 0,26+0,12 - 0,23+0,12 - 4,14+1,77 -

0,29+0,18 - 0,22+0,11 - 2,57+1,27 -
T 0,35+0,18 - 0,27+0,14 - 3,424+0,97 -
P+T 0,25+014 0,29+0,16 ] 3,33+1,96 ]
D - 2,57+0,34° - 2,57+0,34° - 0,71+0,48
D+P - 0,92+0,19% - 0,88+0,13 - 4,25+1,83°
D+T - 0,810,32% - 0,90+0,32% - 3,57+1,27
DipsT  0,52+0,25% - 0,6 +0,2% - 4,28+1,70 -

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
% p<0,05: Kontrol (K) grubuna oranla (One-way ANOVA, post-hoc Tukey HSD)

® p<0,05: DMBA (D) grubuna kiyasla (One-way ANOVA, post-hoc Tukey HSD)

195



6. TARTISMA

Giliniimiizde meme kanseri i¢in mevcut tedavi se¢enekleri arasinda cerrahi
rezeksiyonlar, radyoterapi ve neo adjuvan/adjuvan kemoterapiler, hormon ve
biyolojik tedaviler yer almaktadir. Meme kanserinin 6nlenmesi i¢in ¢ok sayida
kemoterapotik ilag olmasina ragmen, zamanla bu ilaglara kars1 gelisen direng ve
ilaglarin hastada olusturduklar1 ciddi yan etkiler, meme kanseri tedavisinin
basarisin1 etkileyen iki Onemli neden olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
gergekler, daha etkili ve daha az toksik olan yeni alternatif ilaglarin
arastirilmasina ve gelistirilmesine olan ihtiyact gozler oniine sermektedir.

Bu noktadan hareketle, meme kanseri ile miicadelede diyet/araglari
ve/veya farmakolojik ve dogal aktif fitokimyasal molekiilleri temsil eden
kemoterapotiklerin  (nutrasdtikler) kullannmi meme kanseri olusumunun
onlenmesinde ihtiyatli bir alternatif yaklasim olabilecegi diisiintilmektedir (285,
288). Ayrica bu konuda yapilacak olan arastirmalar, bitkisel preparatlar ile
hastaliklar arasindaki mekanizmalarin aydinlatilmasina ve meme kanserinin
tedavisinde kullanilacak  potansiyel kanser ilaglarinin  olusumuna ve
gelistirilmesine de katki saglayacaktir (9). Son zamanlarda kanser hiicrelerini yok
etmek icin gerceklestirilen arastirmalarda, dogal iirlin ya da bitkileri iceren
terapotik ajanlarla hedefe yonelik tedaviler 6n plana ¢ikmis ve bir dizi kompleks
mekanizmalar giin yiiziine c¢ikmustir. Nitekim bu mekanizmalar arasinda;
antioksidan aktivitenin artiritlmasi/oksidatif stresin baskilanmasi, reseptor blokaji,
Faz-l ve Faz-Il enzim blokajlari, apopitozun indiiklenmesi, hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu, anjiyogenetik yolaklarin baskilanmasi, hiicre

siklus arrestinin indiiklenmesi, onkogen ekspresyonunun inhibisyonu, hiicre
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adezyonu ve invazyonun inhibisyonu gibi ¢esitli spesifik yolaklarin diizenlenmesi
sayilabilir.

Tim bu veriler dogrultusunda, bu ¢alismada; meme kanserine karsi yapilan
klasik tedavi yontemlerinden kaynakli maliyetlerin yiiksek olmasi, kemoterapotik
ajanlarin  kullanilmasi1 sonucu olusabilen yan etkilerin varlhigi, tedavideki
etkilerinin yetersiz olmasi ve bu konu hakkinda var olan literatiirdeki eksiklik g6z
Oniine alinarak, uygulanacak tedavi ajaninin Tiirkiye de yetismesi, temin
bakimindan kolay ve ekonomik olmasi ve bu baglamda gelecekte bu konuyla ilgili
literatiir destegi olusturmasi bakimindan Pomegranat ve Tangeretin dogal
polifenolik ve flavonoid alternatif fitoterapi ajanlarmin 7,12-Dimetilbenz [a]
antrasen (DMBA) ile olusturulmus meme kanser modelinde kemopreventif
etkilerinin kiyaslanmast ve birlikte uygulanmalarinin potansiyel etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

DMBA, timor olusturmak i¢in metabolik aktivasyona gereksinim
duymaktadir. Bu nedenle antikarsinojenik ajanlarin etkilerini degerlendirmede,
tiimoriin baslangic ve ilerleme donemlerindeki metabolizma ve aktivasyonunu
gozlemlemede kullanigh bir modeldir (386). DMBA ile olusturulmus sigan meme
karsinogenez modeli, kemoterap6tik ajanlarin in-vivo etkilerini arastirmak igin
bilinen en iyi sistem oldugu ifade edildiginden, ¢alismada siganlarda meme
kanseri indiiklenmesinde bu model kullanilmistir (389, 390).

Calismada; hayvanlarin  baslangic ve nihai viicut agirliklarinin
karsilastirilmasinda, kontrol grubu ile P, T ve P+T gruplar arasinda, istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmazken, Sham grubu olarak dizayn edilen bu 4

grupta bulanan sicanlarin viicut agirliklarinin normal bir oranda arttigi
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saptanmustir (Tablo 14). DMBA verilen gruplardaki siganlarda viicut agirliklari ve
bliylime oranlar1 median degerlerinin ise kontrollere gore istatistiksel olarak
onemli derecede diisiik oldugu gézlenmistir (p<0,001) (Tablo 14). Tim tedavi
gruplarindaki (D+P; D+T; D+P+T) sicanlarin viicut agirliklari ve biiylime
oranlarimin kanser (DMBA) grubuna gore anlamlhi derecede yiiksek oldugu
saptanmustir (sirasi ile p<0,001; p<0,005; p<0,001) (Tablo 14). Calismada DMBA
ile meme kanserinin indiiklendigi si¢anlarda, kontrollere gore kilo alimi ve
bliylime oranlarinda Onemli azalmalarin saptanmasi ayrica Pomegranat ve
Tangeretin’in oral kemopreventif olarak uygulanmasi sonucu canli agirlik artis1 ve
biiylime oranlarinda Onemli artiglarin olmasi literatiir bilgileri ile uyum
gostermektedir (338, 410). Periyasamy ve ark. (324), tarafindan yapilan DMBA
ile meme kanseri olusturulan in-vivo ¢alismada; kanserli gruplardaki deneklerin
viicut agirliklarinda gézlenen diisiisli, ¢ogalan kanser hiicrelerinin azaltilmasinda
rol oynayan, ksenobiyotiklere karsi organizmanin gelistirdigi dogal savunma
sistemleri ile acgiklayarak, DMBA’nin etkisi ile kanserli hayvanlarda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu
gelistigini savunurken, oral tangeretin ile tedavi edilen gruplardaki siganlarin
viicut agirligindaki 6nemli artiglart ise (kontrole yakin degerler), tangeretinin
toplam antioksidan diizeyleri artirmasi ile agiklamislardir. Artan antioksidan
diizey, serbest radikal kaynakli oksidatif hasara kars1 gelisen, normal yapisal ve
biyokimyasal siire¢ lehine koruyucu mekanizma ile sonuglanabilir ve hayvanlarda
canl agirlik kazanci ile kendini gosterebilir. Bu goriislere ilave olarak, yaptigimiz
makroskobik izlemlerimize gore, kanserli hayvanlardaki kilo kaybi, artmis lipid

peroksidasyonun bir sonucu olarak hayvanlarda anoreksiye sebep olabilecegi
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disiiniilmekte ve fitoterapotik ajanlarimizla siganlardaki artmis anoreksi
bulgularinin yag dokusundaki asir1 peroksidasyonun ve kas kayiplarinin 6niine
gecerek, sicanlarda canli agirlik kazanglarinin tekrardan geri kazanilmasina neden
oldugunu diisiinmekteyiz.

Yapilarinda dogal polifenol ve flavonoid igeren antioksidan bilesiklerle
oksidatif stresin baskilanmasi, bazi kanser ¢esitlerinde baslangic ve ilerleme
sathalarmin engellemesinde etkili bir yaklasim olarak kabul gormektedir (300,
373).

DMBA’nin da i¢inde bulundugu polisiklik aromatik hidrokarbonlar, canlida
serbest radikallerin iiretilmesine neden olarak oksidadif stres kaynakli kanserlerin
gelisiminde 6nemli paylart olan potansiyel bir mutajenik ve kanserojenik ajanlar
olarak goriilmektedir (324). Bu radikaller hiicre zarlar1 ve hiicresel organeller igin
olduke¢a toksik olup, ayni zamanda bir¢ok makromolekiillerle etkilesime girerek
onlarin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olurlar. Bu radikallerin ¢oklu
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmeleri sonucu ortaya c¢ikan lipid
peroksidasyonunun son iiriinii MDA olusmaktadir. MDA lipidler proteinler ve
ntikleik asitler ile ¢capraz baglanmalara yol agar ve doku zincir reaksiyonlarinin hiz
belirleyicisi konumundadir.

Birgok arastiric1 (394, 411-413) tarafindan meme kanserinin gelisiminde
oksidatif stresin roliiniin oldugu ifade edilmis ve bu siiregte gelisen lipid
peroksidasyonun son iriinii olan MDA degerli bir biyobelirteg olarak
gosterilmistir. Nitekim Khanzode ve ark. (411) ile Portakal ve ark. (412)’nin
yaptiklar1 ¢alismalarda meme kanserli dokunun ve serum MDA diizeylerinin,

tiimorlii mikrogevreye yakin bulunan saglikli doku ve seruma gore yiiksek
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konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir. Ayni arastiricilar (411, 412), MDA
degerlerinin meme kanserli hastalarda yiliksek seyretmesini nekroz varliginda
yetersiz kanlanmaya bagli gelisen oksidatif hasar ile ortiistiigiinii ifade etmislerdir.
Buna benzer bircok meme kanseri ¢alismasinda, kanserde artan MDA ve diger
lipid peroksidasyon firiinlerinin direkt olarak DNA zincir kirilmalarina yol
actiklari, lipid peroksil ve alkoksil radikallerinin DNA’daki baz oksidasyonlarini
tetikleyerek DNA’ da mutajenik ve genotoksik hasar olusturduklar1 saptanmistir
(413, 414).

Bu calismada da, kanser grubundaki siganlarin meme dokusu MDA
diizeylerinin kontrol grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli (p=0,001,
Tablo 17) artis gostermesi literatiir (324, 338, 345, 394, 411-415, 425) ile
uyumludur. DMBA ile c¢ogalan kanser hiicrelerinde, lipid peroksidasyonu
indiikklenmis ve sonugta kanserin ilerleyisine katki sagladigi tarafimizdan
disiiniilmektedir.

Ayrica gesitli kanser c¢aligsmalarinda, diyetsel kokenli birgok biyoaktif
bilesigin, serbest radikallerin olusumu ile indiiklenen biyokimyasal dengesizlikleri
azaltma potansiyeline sahip oldugu ifade edilmistir. Dassprakash ve ark. (415),
tarafindan nar meyvesinin ¢esitli kisstmlarindan elde edilmis ekstraktin (gallik asit
ve quarsetinle standardize edilmis) anti-oksidan ve anti-genotoksik
potansiyellerini arastirmak igin yapilan bir c¢alismada; genotoksin olan
siklofosfamid ile farelerde ve hiicre kiiltiiriinde olusturulan genotoksisite ve
oksidatif stresin nar ekstresi ile tedavisinde, hem in-vivo olarak karaciger
dokusundaki MDA diizeylerini diisiirdiiglinti, hem de in-vitro olarak hiicrelerdeki

ferrik indirgeyici radikal siipiiriicii etkiyi artirarak nar ekstresinin oksidatif stresi
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inhibe ettigini saptamistir. Bu etkilerin; igerisindeki fenolik ve flavonid bioaktif
ajanlarin radikal siipiiriicii  6zelliklerinden kaynaklanmasinin yaninda lipid
peroksidasyonunu engelleyici etkilerinin oldugu bildirilmistir. Yine aymi
calismada nar ve bilesenlerinin, kanser gelisiminin baslangicinda yer alan bir
olay1 temsil eden DNA hasarin1 inhibe ettigi bulunmustur. Arastiricilar narin bu
anti-genotoksik 0zelliklerini doza bagimli olarak GST, SOD ve CAT gibi
antioksidan  enzim  aktivitelerini  artirmak  kosuluyla  gergeklestirdigini
diisinmektedir (415). Ayrica bagka bir ¢calisma da nar i¢erigindeki punikalagin ve
ellajik asitin doza bagimli olarak benzo [a] piren-indiikli DNA hasarini énemli
olglide engelledigi, bu inhibisyonun % 97’sinin punikalagin ve % 77'sinin ellajik
asit tarafindan gergeklestigi ortaya konulmustur (416).

Calismamizda tiim tedavi gruplarindaki MDA diizeylerinin, kanserli
gruptakilere gore daha diisiik olmasi literatiirle bagdagmaktadir. Ancak kontrole
yakin istatistiksel olarak anlamli dislis (p<0,005), sadece iki tedavi ajaninin
birlikte uygulandigi grupta (D+P+T) gozlenmistir (Tablo 17). Bu durum, tedavi
ajan1 olarak verilen nar ekstresinin igerisindeki biyoaktif polifenol bilesikleri
(punikalagin, gallik asit ve ellajik asit polifenolleri) ile flavonoid yapisinda olan
tangeretinin DMBA ile indiiklenmis lipid peroksidasyonunu engellemek i¢in bir
additif etki gosterdikleri seklinde yorumlanabilir. Ciinkii sozii edilen ajanlardan
punikalagin, gallik asit ve ellajik asit polifenolleri yukarida ifade edilen
DMBA’nin organizmada olusturdugu mutajenik etkilerini engelleyerek MDA
diizeylerini diisiirirken, tangeretin ise siipiiriicii etkisi ile hidroksil radikallerini

elimine ederek MDA diizeylerinin daha da artmasini engelledigi diistiniilmektedir.
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Viicutta herhangi bir hasar gelismedikce oksidan ve antioksidan sistemler
bir denge halindedir. DMBA’nin olusturmus oldugu oksidan hasar sonucu bu
denge oksidan sistem lehine kaymaktadir ve sadece oksidatif yolaklarin inhibe
edilmesi ile bu denge saglanmayabilir. Bu sebepledir ki organizmalar ROS ve
RNS’lerle basa ¢ikmak adina, SOD, CAT ve GSH-Px gibi enzimler, GSH ve
cesitli vitaminler gibi molekiilleri barindiran antioksidan savunma sistemi
gelistirmistir. Organizmanin disinda bulunan yani ekzojen olarak diyetteki sebze,
meyve ve cesitli besinlerde var olan dogal antioksidanlar da viicudumuzun
oksidatif hasara karsi koymasi ile yakindan iligkilidir. Ayrica, diyet, hiicresel
bilesenleri oksidatif hasardan korumaya yardimci olabilecek olasi en 1iyi
manipiilatif antioksidan kaynak olarak goriilmektedir (417).

Nar meyvesinden hazirlanmis nar meyve suyu, nar meyve kabugu ekstresi
ve taneleri igeren farkli ekstreler kullanilarak yapilan insan ve sican kanser
calismalarinda; nar meyve ekstresinin oksidatif hasara kars1 giiglii bir antioksidan
aktivite gosterdigi belirlenmistir (418, 419). Bu antioksidan 6zelligin, nar meyve
kabuk ve 6z ekstrelerinde bulunan antosiyaninler, tannik asit, gallik asit ve ellajik
asit gibi biyolojik olarak aktif bilesikler olan polifenollerden kaynaklandigina
isaret edilmektedir (420). Antioksidan Kkapasite tizerine yapilan bir baska
calismada (421) ise; pomegranat igerigindeki bu polifenollerin ilging bir sekilde
karoten, askorbik asit ve vitamin E’den daha fazla antioksidan aktiviteye sahip
oldugu agiklanmistir. Enzimatik antioksidanlar {izerine yapilan baska ¢alismalarda
da (422, 423) nar meyve ekstresinin polifenol ve flavonoidlerce zengin olmasi
nedeniyle CAT, SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde belirgin artis

sagladigi, aym1 zamanda MDA ve hidroperoksitlerin konsantrasyonlarini azalttigi
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belirlenmis ve bu bulgularin 1s181nda nar ekstresinin oksidatif stresi azalttigi ileri
stirtilmistiir.

Ayrica Lakshmi ve ark. (338), Periyasamy ve ark. (324), tarafindan yapilan
calismalarda, DMBA ile si¢anlar {izerinde ayr1 ayri in-vivo meme kanser
modelleri olusturulmus; kanserli grupta bulunan siganlarin doku MDA, dien
konjugat diizeyleri ve TBARS diizeylerinde kontrole goére onemli artislarin
oldugu, doku SOD, CAT, GSH-Px, GST ve GSH, C ve E vitamin diizeylerinde ise
anlaml disiislerin oldugu ortaya konmustur. Bu iki ¢alismada; tangeretin ile oral
tedavi uygulanan gruplarda kanserli gruplara goére doku oksidan diizeylerinde
anlamli disiislerin oldugu ifade edilirken, enzimatik ve non enzimatik
antioksidan diizeylerinde de kontrollere yakin oranda anlamli artislarin oldugu
rapor edilmistir. Ayrica kemopreventif ve kemoterapdtik tedavi protokolleri
karsilastirildiginda ise, tangeretinin oksidatif stres {izerine kemopreventif
Ozelliginin daha on plana ¢iktigi goriilmektedir. Tangeretinin bu antioksidan
ozellikleri nedeniyle memedeki neoplastik olusumlarin baglamasi ve ilerlemesini
onleyebilecegi diisiintilmiistiir.

Calismamizda, DMBA ile meme kanseri olusturulan si¢anlarin doku
SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve GSH diizeyleri kontrol grubuna gore
anlaml olarak (SOD, CAT ve GSH-Px i¢in p<0,005; GSH i¢in p=0,001) azaldig1
tespit edilmistir (Tablo 17). DMBA grubu ile Kkarsilastirildiginda tedavi
gruplarinin tamaminda doku SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde, artiglar
saptanmis ancak sadece anlamli etkin artislar GSH diizeylerinde tespit edilmistir
(Tablo 17). Calismamizin bulgulari yukaridaki bahsedilen ¢alismalar1 destekler

nitelikte goziikkmektedir fakat pomegranat ve tangeretinin hem tek baslarina
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hemde kombine halde oral tedavileri DMBA sonucu ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stresle basa ¢ikmak igin, antioksidan defans sistemini
harekete gecirmelerinde, enzimatik yolaklardan ziyade non-enzimatik antioksidan
yolaklar tizerinden antikanserojen etki gosterdikleri seklinde yorumlanabilir.
Ayrica bir¢ok arastirict (324, 338, 424-427), tarafindan narin yapisindaki fenolik
komponentler ile flavon yapisindaki tangeretinin anti-kanserojen ve giiglii
antioksidan Ozellikleri ortaya konmustur. DMBA ile indiiklenen DNA
eklentilerinin  6nlenmesinde ve DMBA tarafindan oksidatif stresin
bastirilmasinda, bu ajanlarin sitokrom P450 aktivitesinin inhibisyonu (CYP 1Al,
1A2, 3A ve 1B1 gibi) veya faz Il enzimlerinin indiiklenmesine ya da DMBA’nin
metabolitleri ile dogrudan konjugasyon yapabilme mekanizmalar1 {izerine
yogunlastiklar1 gozlenmistir. Ayrica polifenol ve flavonlarin yapilarindan dolayi
metallerle selat ozelliklerinin olduguna da dikkat ¢ekmislerdir. Bu yorumlarda
calismadaki tedavi ajanlarimizin antioksidan bagka enzimatik yolaklar1 aktive
edebilecegini ayrica diisiindiirmektedir.

Cesitli deneysel ve klinik kanser g¢alismalari, anjiyogenez ve kronik
inflamasyonun neoplazm olusumlari ile siki iligkili olduklarini, uzak doku/organ
metastazlarini ve invazyonlar artirarak etkin rol aldiklarini gostermistir (70, 75,
76, 359, 428). Dolayis1 ile kanserde anjiyogenez/metastaz ve inflamasyon
yolaklarinin bastirilmast hem rekiirrensleri hem de invazyonlar1 Onlenmek
acisindan iyi bir tedavi stratejisi olarak goriilmektedir (373).

Calismamizda meme kanseri indiiklenmis si¢anlarda, pomegranat ve
tangeretin’in, anjiyogenez/metastaz ve inflamatuar yolaklar tizerindeki etkileri

VEGF, MMP-9 ve NF-«kB parametreleri ile degerlendirilmistir. Metastaz
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rekiirrens ve prognozun degerlendirilmesinde ise CA15-3 ve CEA timor
belirtegleri kullanilmistir (Tablo 15, Tablo 16).

Plazma VEGF, MMP-9 ve NF-kB diizeyleri DMBA ile indiiklenen kanserli
grupta kontrole gore istatistiksel olarak yiikselmistir (siras1 ile p=0,001; p<0,005
ve p<0,005). Tedavi ajanlar1 uygulanan gruplar ile kanser grubunun
karsilastirilmasinda, plazma VEGF diizeyleri tiim tedavi gruplarinda kontrole
yakin diizeylere kadar istatistiksel olarak anlamli (3 grup i¢in; p<0,05) azalislar
gostermistir, tedavi gruplarmin tamaminda MMP-9 diizeylerindeki azalmalar
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken plazma NF-kB diizeylerindeki azalmalar
ise sadece D+P (p<0,05) ve D+P+T (p<0,05) tedavi gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Tablo 16). Plazma CA 15-3 ve CEA tiimor
belirtegleri diizeyleri DMBA grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksek tespit edilmistir (p=0,001, p=0,01). DMBA grubu ile
tedavi gruplart karsilastirildiginda, tim tedavi gruplarindaki CA15-3 ve CEA
diizeylerinde istatistiksel anlamli bir sekilde azalmalar saptanmistir (p<0,05)
(Tablo 15).

Kontrol gruplarina gore DMBA grubunda gézlemlenen bu anjiyogenez ve
inflamasyon belirteclerinin diizeylerindeki artiglar sicanlarda; DMBA indiiksiyonu
ile anjiyogenez/metastaz ve inflamasyonun yolaklarinin harekete gegctigini
disiindiiritken  kanserli hayvanlarin plazma diizeylerinde izlenen timor
belirteglerinin yiiksekligi ise anjiyogenez ve metastaz yolaklarinin aktivasyonunu
destekler nitelikte olsada daha detayli ¢alismalara gereksinim oldugu

kanisindayiz.
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DMBA ile indiiklenen meme karsinogenez siirecinin bastirilmasinda,
kemopreventif ajanlardan pomegranat ve tangeretinin ayr1 ayr1 ya da birlikte anti-
anjiyogenik/metastaz etkili oldugu goézlenmistir. Bu etkilerini kanserde artan
VEGF diizeylerini MMP-9 inhibisyonundan ziyade NF-xB iizerinden bloke
ederek gergeklestirdikleri kanaatine varilmistir. Tedavi gruplarindaki MMP-9
diizeylerindeki istatistiksel olmayan azalmalarin NF-«kB inhibisyonundan
kaynaklanmadigi, epigenetik degisimler ve MMP-9’un doku inhibitorlerinin
ekspresyonlarinin asir1 artmis olabileceginden ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica pomegranat ve tangeretin tedavisi ile; DMBA indiiksiyonu sonucu
artmis NF-«B diizeylerinin azalmasi, bu fitoterapi ajanlarinin ayr1 ayr
uygulanmalarmin meme kanserine karst anti-inflamatuar etkinliklerinin de
oldugunu ortaya koymaktadir. Yalniz tangeretin tedavisi ile indiiklenen NF-xB
inhibisyon diizeylerinin pomegranat grubuna ¢ok yakin oldugu halde istatistiksel
olarak anlamsiz olmasinin, gruplar arasindaki hayvan sayilarindaki farkliliktan
kaynaklandigmi diisiindiirmektedir. Iki ajanin kombine kullanimlari sonucu
pomegranatin yapisindaki polifenoller ile flavon yapidaki tangeretinin DMBA ile
indiiklenmis meme kanserine karsi sinerjizm gostererek birbirlerinin anti-
anjiyogenik/metastatik, anti-inflamatuar etkilerini artirdiklarin1 ve kuvvetli anti-
invaziv etki gosterdiklerini diistinmekteyiz.

Tiim bu etkilerle birlikte, ¢aligmada uygulanan fitoterapi ajanlar ile CA15-
3 ve CEA tiimdr belirteclerinin diizeylerindeki anlamli diisiislerin gozlenilmesi,
Periyasamy ve ark. (324,338)’nin yaptiklar1 ¢alisma bulgulari ile uyumluluk
gostermektedir. Ancak meme kanserinden korunma noktasinda prognoz ve

metastazik rekiirrensler agisindan faydali sonuclar elde edilmis gibi goriinsede,
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tedavi gruplarinda meydana gelen tiimor sayisindaki azalmalar timor voliimlerini
de etkilediginden istatistiksel yontemlerle analiz edilemedigi gibi histopatolojik ya
da immunohistokimyasal olarak metastaz varligi ortaya konulamadig igin net bir
yorum yapilmasi dogru bulunmamistir. Bu yonii ile daha kapsamli ¢alismalara
thitiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Terap6tik ajan olarak nar ve ekstrelerinin, anti-anjiyogenik/metastatik ve
anti-inflamatuar etkinligini arastiran ¢esitli ¢alismalarla, bulgularimiz paralellik
gostermekte, ancak bazi caligmalardaki ortaya koyulan etki mekanizmalar
farklilik icermektedir. Ornegin Yousef ve ark. (98), yaptiklar1 bir calismada;
normal meme dokusuna kiyasla meme kanseri hiicrelerinde MMP-9
ekspresyonunda anlamli bir artis bulmustur. MMP-9’un tiimér hiicrelerinin
yakinindaki vaskiiler bazal membranda kollajeni (Tip IV) yikarak metastaza katki
sagladigin ileri siirmiislerdir. Bu bulgular ¢alismamizda ki DMBA grubundaki
siganlarin MMP-9 diizeylerinde ki artisla ayn1 yondedir.

Schimdt ve ark. (85), yaptiklar1 ¢alismada, cesitli meme kanseri alt
tiplerini igeren hiicrelerde kontrollere gore yiiksek VEGF ekspresyonu ve onun
mRNA’sin1 bulduklarint bildirilmislerdir. Bizim ¢alismamizda da kontrole gore
DMBA ile kanser indiiklenen gruptaki VEGF diizeylerinin artmasi bu ¢alismanin
sonugclari ile benzerlik gostermektedir.

Toi ve arkadaslar1 (314), fermente edilmis meyve suyu polifenollerinin ER +
(MCF-7) meme kanseri hiicrelerinde VEGF down regiilasyonunun aracilik ettigi
anti-anjiyogenik 6zelliklere ve normal insan meme epitel hiicreleri (MCF10 A) ile
ER - meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) anjiyogenik baskilayici gog

onleme faktoriinlin (MIF) up regiilasyonuna sahip oldugunu gdstermistir. Ek
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olarak, insan umbilikal ven endotel hiicre hattinda (HUVECS), nar ekstresinin (10
g/mL) anti-proliferatif etkisiyle, endoteldeki tiip formasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir. Ayrica yine ayn1 arastirmada tavuk korioallantoik membraninda in-
Vivo olarak olusturulan anjiyogenez modelinde de, fermante meyve suyu ile damar
olusumlarinin 6niine geg¢ildigi bildirilmistir. Toi ve ark’larinin yapmis olduklari
in-vitro ve in-vivo c¢alismalardaki narin bu anti-anjiyogenik etkileri, bizim
bulgularimizla uyum gostermektedir.

Cesitli ¢alismalar nar bilesenlerininy MMP aktivitesini spesifik olarak
inhibe ederek, fokal adezyon kinaz aktivasyonunun ve VEGF ekspresyonunun
azalmasina katki sagladigini ayrica tiimor hiicre invazyonlarini normal dokuya
kadar indirdigini ve uzak doku metastazlarina engel oldugunu bildirmislerdir
(306). Ahmed ve ark. (429), tarafindan yapilan bir ¢alisma sonuglarina gore;
osteoartritin tedavisi ic¢in kullanan nar polifenolik ekstresi, IL-1beta tarafindan
indiiklenen osteoartriti, MMP-1-3 ve 13 ekspresyonunu inhibe ederek engelledigi
bildirilmistir. Nar ekstresi bu anti-anjiyogenik etkinligini; p38-MAPK’1n ve IkBa
fosforilasyonlarint  inhibe ederek NF-xkB' nin DNA’ya baglanmasini
(aktiflesmesine) engelleyerek gergeklestirdigi ileri siirtilmektedir. Bu iki
caligmada pomegranat i¢in atfedilen anti-anjiyogenik mekanizmalar bizim
calismamizla farklilik gostermektedir. Calismamizda MMP-9 aktivitelerindeki
azalmalar NF-kB blokajindan kaynakli olsaydi tim tedavi gruplarinda da
azalmalarin anlamli olmasi beklenirdi ama higbir tedavi grubunda anlamli bir
azalma saglanamadigindan epigenetik degisikler bu yolagin baskilanmasinda

etkili olabilecegi kanatindeyiz.
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Literatirde  narenciye  flavonoidleri ve  tangeretinin  kanserde
anjiyogenez/metastaz yolaklarina etkisini arastiran ¢alismalara dair bulgular ve
mekanizmalarin kisith oldugu goriilmektedir. Ayrica literatiirdeki ¢alismalarda
baz1 arastiricilar (376), tangerctin ve buna benzer flavonlarin anjiyogenezi
artirdig1 yoniinde goriis bildirirken ¢ogunun ise bu flavonlarin anti-anjiyogenik
etkilere sahip oldugunu savunmaktadir (362, 364, 373, 377, 380) .

Puspita ve ark.’nin (376), yaptiklar bir ¢alismada; narenciye ekstresinin
kolorektal kansere karsi anjiyogenik etki gosterdigi ve bu etkinin de VEGF
ekspresyonlarindaki artistan kaynaklandigi bildirimleri ¢alismamizin sonuglari ile
uyum gostermemektedir.

Edison ve ark.’nin (377), in-vivo olarak yaptiklari ¢aligmada; narenciye
ekstraktinin bFGF ile indiiklenen damarlagsmay: inhibe ederek, anti-anjiyogenik
etkiler gosterdigi bildirimleri ise ¢alismamizin bulgular ile 6rtiismektedir.

Meiyanto ve ark. (373), tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada; flavon
yapidaki fitoterapi ajani ovaryum neoplazisi iizerine anti-anjiyogenik ve anti-
invazif etkileri oldugu ortaya koyulmustur. Bu etkileri Akt, HIF-1a, NF-xB ve
VEGEF yolaklarin1 bloke ederek gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.

Yine yakin zamanda Lien ve ark. (362), tarafindan yapilan bir ¢alismada,
flavon ajanla yapilan tedavi sonrasi, ¢esitli kinaz yolaklarini inhibe ederek
(defosforile ederek) glioma hiicrelerinde, damar olusumlarmin 6niine ge¢ildigi
ortaya konmus ancak mekanizmalara yonelik detayli ¢aligsmalara ihtiyag oldugu
vurgulanmstir.

Yi- Chien ve ark. (380), tarafindan gergeklestirilen in-vitro bir ¢aligmada;

farkli kanser hiicrelerindeki asirt MMP-9 ekspresyonlarinin invazyon ve metastaz
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ile iliskili oldugu saptanmistir. Ayrica flavon tedavisi ile MMP-9 diizeylerindeki
gbzlenen azalmalar1 flavonlarin ortaya koyduklar1 anti-anjiyogenik etki ile
aciklanirken, mekanizma olarak c¢esitli kinaz yolaklarin1 bastirabildikleri ve
MMP'lerin doku inhibitor diizeylerini artirmalariyla agiklanmustir.

Bazi arastiricilar (310, 311, 315, 320), nar ve nar derivelerinin; ¢esitli
kanserlerde kemopreventif ve terapétik kullanimlari ile anti-inflamatuar aktiviteye
ve dolayisiyla anti-kanser potansiyeline sahip oldugunu isaret etmektedir. Bu
calismalarin sonuglar1 calismamizla uyum igerisindedir. Ancak arastiricilar narin
anti-inflamatuar etkinliklerini cesitli mekanizmalarla agiklamislardir. Ornegin
Adam ve ark. (305), tarafindan yapilan bir ¢alismanin raporlarina gore; nardan
elde edilmis ¢esitli derive fitokimyasal ajanlar (nar suyu, tannin ve
punigalagin)’in, kolon kanser hiicrelerine kars1 anti-inflamatuar 6zellik sergiledigi
gosterilmistir. Narin bu etkisini, TNF-a ile indiiklenen COX-2 ekspresyonlarini ve
NF-kB yolagin1 bastirarak (hem NF-xB p65 subiinitesinin fosforilasyonun
azaltarak, hem de NF-xB yanit elementine baglanarak) gergeklestirdigi
distintiilmiistiir.

Khan ve ark. (320), tarafindan yapilan bagka bir in-vitro ¢alismada; nar
meyve ekstresinin, agresif meme kanseri hiicre dizilerinde proliferasyon, invazyon
ve motilite ile iliskili olan NF-xB 'ye baghh olarak gerceklesen gen
ekspresyonlarini inhibe ettigini ortaya koyarak, anti-invaziv etki gosterdigi
raporlanmaistir.

Rashed ve ark. (310) tarafindan gergeklestirilen bagka bir arastirmada, nar
ekstrelerinin veya nar tiirevli bilesiklerin, inflamasyonla seyreden hastaliklarin

tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Narin bu 6zelliklerini insan mast
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hiicrelerinde ve bazofillerde NF-xB aktivasyonunu ve cesitli kinaz yolaklarini
suprese etmek kosulu ile gerceklestirdigi diisiintiilmiistiir.

Banerjee ve ark.’nin (311). azoksimetan kullanarak in-vivo olusturduklari
kolon kanser modelinde; terapotik amagla standardize edilmis nar deriverilerinin
(nar suyu, toplam nar tanen 6zii, punikalagin) kullanilmasiyla siganlardaki kolon
kanserinin Oniine gegcildigi ve bu ajanlarin giiglii bir anti-inflamatuar, anti-
invazyon etki gosterdikleri ortaya konulmustur.  Arastiricilar, fitokimyasal
ajanlarin tim bu etkilerini, COX-2 protein ekspresyonlarinda azalma ile tutarli
olarak, AKT (Protein kinaz B) aktivitesini ve NF-«kB aktivasyonunu inhibe ederek
ortaya koyduklarini gézlemislerdir.

Literatiir taramalarinda flavonoidlerin inflamasyon-kanser gelisimi {izerine
etkilerini arastiran bir¢ok ¢aligma olmasina ragmen, tangeretinin etkileri ile ilgili
caligma sayisinin yeterli olmadigi gézlenmistir (346). Bu nedenle tangeretinin
iginde bulundugu bazi polimetoksiflavonlar (PMF) ile yapilan c¢alismalarin (325,
360, 361) sonuglari, calisma bulgularimizla Kkarsilagtirilmis, ve benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Ornegin Gao ve ark. (325), tarafindan yapilan in-vivo
kolon kanser modelinde; diyetteki flavonoidlerin anti-inflamatuar ve anti-
proliferatif Ozelliklerinden dolayi, fareler iizerinde inflamasyona bagli olusan
kolon kanseri tiizerine anti-kanserdjenik etkiler olusturduklar1 gosterilmistir.
Terapotik amacgla kullanilan fitokimyasallarin anti-inflamatuar etkilerini; g¢esitli
inflamatuar parametreleri, Siklin D1 ve VEGF diizeylerini azaltarak gosterdikleri
diistiniilmektedir. Ayrica bu anti-inflamatuar etkinin kolon tiimor insidansini
onemli Ol¢lide diisiirdiigiine ve buna bagl olarak genel timoér voliimiiniin de

azaldigr bildirilmistir. Bu bulgular mevcut c¢alismamizin bulgularina yakin

211



olmakla birlikte, calismada sicanlarda gézlenen tiimor insidansi ve voliimiindeki
diismeler, yukaridaki calismada belirtildigi tizere sadece anti-inflamatuar etkiden
kaynaklanmadigi, tangeretinin anti-inflamasyon, anti-oksidan, anti-anjiyogenik ve
anti-mitotik 6zelliklerinin tiimii ile alakali olabilecegi kanisindayiz.

Ayrica Kohno ve ark. (361)’min yapmis olduklari ¢alismada; flavonoid
ajanin, kolorektal kanseri olusturulmus sicanlarda, prostaglandin E2 (PGE2)
liretimini azaltarak anti inflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Daha sonra ki
yillarda Vanamada ve ark. (360), tarafindan yapilan bir baska in-vivo kanser
caligmasinda, diyette bulunan bu flavonoidlerin, INOS ve COX-2’diizeylerini
baskilayarak kolon kanserini onledikleri vurgulanmis ve bir 6nceki ¢alismayi
destekledigi goriilmiistiir.

Lakshmi ve ark. (346), tarafindan; DMBA ile si¢anlarda indiiklenmis bir
meme kanser modelinde, tangeretinin proinflamasyon ve inflamatuar yanit
elemanlart iizerinden meme karsinogenezinin gelisimini engelledigini ¢esitli
dokular1 korudugu bildirilmistir. Bu arastirmalarla mevcut ¢alisma bulgularimiz
aynt yonde olup, meme neoplazmlarina karsi tangeretinin bir kemo-oOnleyici
madde olarak etki edebilecegi goriisiimiizii desteklemektedir.

Calismada meme kanseri indiiklenmis sicanlarda, pomegranat ve
tangeretin’in, apopitoz, proliferasyon ve hiicre siklus yolaklar1 {izerindeki
etkilerini ortaya koymak i¢in biyokimyasal olarak doku p53, Bax, Bcl-2, B-
katenin ve Siklin D1 protein ekspresyonlart ¢alisilmistir (Sekil 41-45). Ayrica bu
bulgular, TUNEL ve immunohistokimyasal olarak hiicre diizeyinde apopitotik
indeks ve ER-a, Ki-67 proliferasyon ve mitotik indeks parametreleri (Tablo 19)

ile birlikte degerlendirilmistir;
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Kontrol gruplarina gore DMBA grubundaki sicanlarin, doku diizeyindeki
p53 ve Bax protein ekspresyonlarinda anlamli olarak diisiislerin saptanmasi ve
bunun yaninda Bcl-2, B-katenin ve Siklin D1 protein ekspresyonlarindaki anlamli
artiglarin tespit edilmesi; sicanlarda DMBA indiiksiyonu ile olusturulan meme
kanserinde pro-apopitotik yolaklarin baskilandigini, anti-apopitotik yolaklarin ise
hiicre siklusu ve spesifik onkogenlerle birlikte indiiklendigi seklinde
yorumlanabilir. Ayrica bu goriisiimiizii TUNEL ve immunohistokimyasal bulgular
hiicre diizeyinde su sekilde desteklemistir; yapilan TUNEL analizi ile, saglikli
hayvanlara gore, kanserli gruptaki siganlarin meme dokularinda apopitoz yolagina
giren hiicre sayisinin  anlamli  olarak azalmasi, pro-apopotik yolagin
baskilandigina isaret ederken, kanserli sicanlarin yine hiicre diizeyinde
proliferasyonunu ortaya koyan ER-a ve Ki-67’nin immun reaktivitesindeki
anlamli artiglar ise DMBA tarafindan sinirsiz ¢ogalabilme yetisi kazanmis kanser
hiicrelerinde artmis mitotik indeks, onkogen aktivitesi ve artmis anti-apopitotik
aktiveyi destekleyen kanitlar olarak yorumlanabilir.

DMBA grubuna gore pomegranat verilen tedavi grubunda; doku diizeyinde
p53 ve Bax protein ekspresyonlarmin etkin ve istatistiksel olarak artmasi,
pomegranat tedavisi araciligryla NF-kB yolagi inhibe edilerek, apopitotik yolagin
p53/Bax bagimli uyarilmasini sagladig1 yoniinde diisiiniilebilir. Bu pro-apopitotik
belirteclerin artisina bagli olarak doku diizeyinde tiim tedavi gruplarinda Bcl-2
ekspresyonlarinda rolatif anlamsiz diistisler gergeklesmis olabilir. Ayrica yine
kanserli gruba gore p-katenin’in doku ekspresyon diizeyleri tim tedavi
gruplarinda azalmis olup bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu bulgu

tedavi ajanlarimizin bu onkogeni spesifik olarak bastiramadigini ortaya koyarken
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bu azalisglar bu yolagi olusturan ¢esitli proteinlerin transkripsiyonunun
degismesinden kaynaklanabilir. DMBA grubuna gore pomegranat ile tedavi
edilen siganlarin doku Siklin D1 ekspresyon diizeylerinin ¢ok diisiik oranda
azalmas1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamsiz olmasi, pomegranat’in
prolifere olan kanser hiicrelerini engellemede, Siklin D1’¢ spesifik bir inhibisyon
yapmadan, hiicre siklus arrestini G1 fazinin disinda baska bir evrede (G2/M
olabilir) gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Ayrica pomegranatin kanser
hiicreleri tizerine anti-proliferatif etkileri, TUNEL ve immunohistokimyasal
olarak hiicre diizeyinde, kanserli gruba gére pomegranat verilen tedavi grubundaki
sicanlarin meme dokularinda apopitoz yolagina giren hiicre sayisini anlamli ve
etkin oranda artirmasi ve proliferasyon belirtecleri olarak kullanilan ER-a ve Ki-
67°’nin immun reaktivitesindeki anlamli ve etkin diistisler gostermesi ile
desteklenmistir. Tiim bu degerlendirmelerden yola ¢ikarak pomegranatin, DMBA
ile indiikklenmis meme kanserine karsi kemopreventif etkinligini, sitotoksik etki
gosterek ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda pomegranatin meme kanseri {izerine kemopreventif
etkisinin oldugu gosterilmistir. Nar ya da ekstrelerinin kullanildigr gesitli kanser
calismalari ile karsilastirildiginda; bazi arastiricilar (288, 318, 320, 322, 430),
narin kanseri 6nlemedeki kemopreventif 6zelliklerini apopitoz indiiksiyonu, hiicre
siklusu ve proliferasyon yolaklarinin baskilanmasi ile agiklarken bu arastirmalarin
sonuglart c¢alismamizin bulgular1 ile paralellik gostermektedir. Ancak nar
polifenollerinin bu sitotoksik 6zelliklerini ortaya koyan bir takim arastiricilarin
(288, 295, 312, 313, 315, 316, 431, 432) bulgulart ve etki mekanizmalari

calismamizla farklilik géstermistir.
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Khan ve ark.’nin (320) yaptig1 ¢calismaya gore, nar meyve 6zlerinin igerdigi
polifenoller sayesinde, agresif 6zellikte olan meme kanser hiicreleri iizerine anti-
prolifere, anti-invaze edici etki gosterdigi aciklanmustir. Arastiricilar tarafindan
narin bu fitoterap6tik etkilerini NF-kB yolaginin inhibisyonuna bagli gergeklestigi
ileri stirilmiistir.

Ayrica Dikmen ve ark.’nin (430), yaptiklari g¢alismada, toplam fenolik
igerigi standardize edilmis nar kabuklarinin yine insan meme kanseri hiicre hatlar1
tizerine doza bagimli olarak, pro-apopitotik etkili yaptigi bulunurken, narin
sitotoksik  etkisini  hiicrelerdeki Bax ekspresyonlarim1 arttrarak, Bcl-2
ekspresyonlarini diisiirmek sureti ile ortaya koydugunu gostermistir

Sonraki yillarda, Banerjee ve ark. (318), tarafindan yapilan in-vivo ve in-
vitro c¢alismalar yukarida yapilan ¢alismalari destekler nitelikte olmustur.
Aragtiricilar  yaptiklart  ¢alismalarda nar polifenollerinin - meme kanserini
baskiladigin1 6ne siirmislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda narin  sitotoksik
etkilerini, kanser hiicrelerinde inflamasyon, anjiyogenez, ve proliferasyon ile
iliskili olan NF-kB ekspresyonlarini baskilayarak ve buna bagli apopitotik
yolaklar1 uyararak kaspaz-3 ekspresyonlarindaki artislarla ifade etmistir.

Shirode ve ark. (322), tarafindan yapilan bir ¢alismanin bulgularina gore;
polifenol icerigi standartlastirilmis nar Oziitii ekstratinin kullanilmasi ile, insan
meme kanseri hiicreleri lizerine doza ve zamana bagli olarak sitotoksik etki
gozlenmistir. Arastiricilar narin bu anti-proliferatif etkilerini sadece konsolide
anti-oksidan ozelliklerinden ziyade, hiicre siklusunu G2/M fazinda bloke ederek
hiicre biiylimesini inhibe etmesi ile agiklamiglardir. Goriildiigii lizere yukaridaki

calismalar ¢alismamizdaki bulgularla uyum igindedir.
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Malik A ve ark.’nin (431), yaptig1 bir ¢alismada, nar polifenollerinin prostat
kanseri lizerine kemopreventif ve kemoterapotik etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Aragtiricilar, narin kanser hiicreleri tizerindeki biiyiimeyi baskilayict ve canliligi
azaltic1 etkilerini, p53'ten bagimsiz bir sekilde, p21 ve p27 timor siipresor
genlerini yukar1 regiile ederek, Siklin D1 ve ¢esitli diger siklinler ve bagimli
kinazlarin aktivitesini inhibe etmek kosulu ile hiicre sikliisunu G1 kontol
noktasinda bloke ederek bir seri kompleks mekanizmalarla agiklamis olsalarda, bu
diisinceler ¢alismamizda pomegranat tedavisi ile gerek p53 ve Bax
ekspresyonlarinin DMBA’ya gore yiliksek ve anlamli bulunmasi pomegranat
tarafindan saglanan apopitozun p53’e bagimli gergeklestiginin bir gostergesi
olarak kabul edilirken ve yine kanserli gruba gore pomegranat grubunda B-
katenin, Siklin D1 ekspresyonlarindaki azalislarin anlamsiz olmasi ¢alismamizda
pomegranat’in hiicre siklus blokajint Gl noktasinda gerceklestirmedigini
gostererek bu yonii ile yukarida ki ¢aligsma ile ¢elismektedir. Ayrica pomegranatin
biyoaktivitesini ve anti-kanser 06zelligini hiicre siklus inhibisyonu ve
proliferasyonunu baskilayic1 6zelliklerle ortaya koyan caligmalar, pomegranat’in
Wnt/B—Katenin yolagini inhibe etmek kosulu ile Siklin D1 ekspresyonlarini
azaltarak G1 kontrol noktasinda (288, 313) hiicre siklus blokaji yaptigini ileri
stirmektedir. Ayrica bagka bir ¢alismanin bulgular1 da standardize nar ekstresinin
meme kanserine karsi sitotoksik Ozelliklerini, kanser hiicrelerinin apopitotik
oliimiinii artirirken ve hiicre siklusu tizerine GO/G1 fazinda (432), inhibe ettigini
savunmaktadir. Bu c¢alismalardaki narin kanser hiicreleri {izerine sitotoksik
mekanizmalarin1 aydinlatmaya yarayan hiicre siklus blokaji hakkindaki gorisler,

calismamizin bulgulan ile Ortlismemektedir. Literatiirdeki bu mekanizmalarin
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tamamen acikliga kavugsmasi adina ileride bu konuda daha fazla c¢alismalarin
yapilmasi1 kanaatindeyiz.

Tiim bunlarin disinda ¢esitli arastiricilar (295, 312, 315), pomegranat
polifenollerinin meme kanserine karsi kemopreventif ve anti-proliferatif
Ozelliklerini anti-aromataz aktive gostermesiyle agiklarken, Kim ve ark. (316),
tarafindan yapilan ¢alismada, fitodstrojenik yapiya sahip nar bilesenlerinin anti-
kanserojenik etkilerini, 6strojen reseptorlerine karsi rekabetgi bir baglanma ile 17-
[B-0stradioliin proliferatif etkilerini inhibe etmesi ile agiklamistir.

Son olarak Mandal ve ark. (288), tarafindan DMBA ile olusturulan meme
kanser modelinde, kanserli gruptaki sicanlarin meme  dokularinda
immunohistokimyasal degerlendirmeler yapilmistir. ER-a ve 3’nin ¢ekirdekte ¢ok
sayida olmasi ve yogun boya tutulumu gostermesi ile meme Kkarsinogenez
stirecinde ER’lerinin Ostrojenlerden bagimsiz olarak artmig ekspresyon diizeyleri
ifade edilerek, meme kanserogenezi i¢in potansiyel bir tehlike olabilecegi ortaya
koyulmustur. Ayrica bu ¢alismada ‘pomegranate ekstresi’ tedavisi ile ER’lerinin
hiicre cekirdeklerinde sayist ve boya tutulumlarinin diistiigli gozlemlenirken,
pomegranatin potansiyel kemopreventif ajan olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calisma bulgular1 ¢calismamizin immunohistokimyasal bulgulari ile ortiismektedir.
Aragtiricilar tarafindan pomegranatin bu proliferasyonu baskilayict etkilert;
ER’lerinin aktivasyonunda bir kofaktor gibi rol oynayan Siklin D1’in ve bu genin
ekspresyonlarini diizenleyen Wnt-f katenin sinyal yolagini inhibe etmek kosulu
ile (klasik olmayan genomik yolagi blokaja ugratarak) gerceklestirdigi seklinde
ifade edilmektedir. Bu goriisler ise calismamizla farklilik gdstermektedir.

Calismamizda DMBA grubuna gore pomegranat uygulanmis tedavi
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grubumuzdaki Siklin D1 ve B-katenin ekspresyonlarinin asagi yondeki ifadeleri
istatistiksel alarak anlamsiz bulunmustur. Bu nedenle pomegranatin, ER’ler
tizerinden kanser hiicrelerinde proliferasyonu baskilayict  mekanizmasi
muhtemelen ER’lerin aktivasyonunda rol oynayan klasik olmayan genomik yolak
tizerinden oldugunu ve supresyonun bu yolakta transkripsiyon faktorii olarak
gorev  yapan NF-kB’nin inhibisyonundan kaynaklanmig olabilecegini
diistinmekteyiz.

DMBA grubuna gore tangeretin uygulanan fitoterapi grubunda; doku
diizeyinde p53 ve Bax protein ekspresyonlarinin ¢ok diisiik oranda artmasi ve bu
artiglarin istatistiksel olarak anlamli olmamasi tangeretinin apopitotik etkinligini
tartismal1 hale getirmektedir. DMBA grubuna goére tiim tedavi gruplari igerisinde
sadece tangeretin uygulanan grupta doku Siklin D1 ekspresyon diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli ve etkin bir sekilde azalirken B-katenin ekspresyon
diizeylerindeki azalmalar ise istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. Bu
bulgular Tangeretinin sinirsiz  ¢ogalabilme Kkabiliyeti gosterebilen kanserli
hiicrelerin ~ proliferasyonunu  engellemede, spesifik olarak Siklin D1
baskilanmasimi B-katenin ekspresyonu iizerinden gostermedigini ve hiicre
dongiisiinii p53°ten bagimsiz (p21 ya da 27) bir sekilde G1 fazinda arrest ederek
gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. TUNEL ve immunohistokimyasal olarak
hiicre diizeyinde, kanserli gruba gore tangeretin verilen tedavi grubundaki
siganlarin meme dokularindaki apopitoz yolagina giren hiicre sayisinda
istatistiksel olarak artiglarin anlamsiz olmasi tangeretinin apopitoz yolagini etkin
bir sekilde kullanamamasini desteklemektedir. Ayrica DMBA grubuna gore

tedavi ajan1 olarak tangeretin uygulanan grupta, mitotik indeks parametreleri olan
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ER-a ve Ki-67 immun reaktivitesindeki anlamli ve etkin diisiislerin goriilmesi
tangeretinin anti-proliferatif etkinligini, kanserli hiicrelere kars1 timor stipresor bir
gen gibi etki gosterdigini ortaya koyan diger bulgularimizi destekler niteliktedir.
Tim bu degerlendirmeler dogrultusunda tangeretin, DMBA ile indiiklenmis
meme kanserine karst kemopreventif etkinligini, sitotoksik etkiden ziyade
sitostatik etki ile gosterdigini diistinmekteyiz.

Literatiirde tangeretinin ve benzer yapidaki flavonlarin cesitli kanserler
tizerine kemopreve edici ve terapotik 6zelliklerini sitotoksik (337, 360, 362-364,
366, 367, 372) etkilerle bagdastiran birgok calisma oldugu gibi arastiricilar
tarafindan ileri siiriilen mekanizmalar farklilik gdstermektedir. Bununla birlikte
bir takim arastiricilarin yapmis olduklar1 ¢aligmalarin bulgular1 ise tangeretinin
anti-kanser Ozelliklerini sitostatik (339, 433), etkilerle gerceklestirdigi yoniinde
olup, c¢alismamizdaki bulgularla uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica
literatiirdeki bu farkli yorumlarin netlesmesi adina, kanser g¢aligmalar1 iizerine
flavonlarin etkilerini arastirmaya yonelik yeni ve daha detayli ¢alismalara ihtiyag
oldugu kanaatindeyiz.

Kimi arastiricilar (325, 360, 366, 372), tangeretin ve cesitli flavon
tiirevlerinin kanseri engelleyici etkilerini, onlarin sitotoksik ozellikleri ile
ortiistiiriirken, bu 6zellikleri, baz1 kanser hiicrelerinde proliferasyonu diisiirmeleri
ve apopitozu indiiklemeleri ile agiklamaktadir. Ornegin Dong ve ark.’nmn (372),
yaptiklart in-vitro mide kanser ¢alismasinin raporlarina gore; tangeretinin doza
bagimli olarak sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Tangeretinin bu etkilerini;
kanserli hiicreler {izerine mitokondriyel membran polaritesini p53’e bagiml bir

sekilde bozarak ve bu hiicrelerdeki pro-apopitotik belirteglerin ekspresyonlarini
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up regiile etmek kosulu ile intrensek ve ekstrensek apopitotik yolagi indiikledigi
ve boylece tiimor hiicrelerinin ¢ogalmalarini ciddi oranda suprese ettigi ileri
stirilmektedir (366). Ayrica Goa ve ark. (325), tarafindan bildirilen ¢esitli
caligmalarda tangeretin ya da benzer flavon yapidaki fito kimyasallarin yukaridaki
mekanizmalara ek olarak Bax/Bcl-2 oranlarin1 da artirmak suretiyle bu sitotoksik
etkileri gergeklestirdikleri agiklanmustir.

Yapilan c¢alismalar, tangeretine atfedilen bu apopitotik ozellikler ile
birlikte kanser hiicreleri iizerine proliferasyonu supresyon yoniindeki yapmis
oldugu etkilerini, farkli hiicre siklus fazlarindaki kontrol noktalarin1 blokaja
ugratmak kosulu ile gergeklestirdigini gozler oniine sermektedir. Ornegin, Lien ve
ark. (362), tangeretinin ve benzer polimetoksilli flavonlarin glioma hiicrelerine
kars1 sitotoksik etkilerini hiicre siklusunu G0/G1 fazinda suprese ederek ortaya
koyduklarini ileri siirerken, Ma ve ark. (360), tarafindan in-vivo olusturulan bir
hepatokarsinom modelinde ise bu kanser hiicrelerine karsi anti-proliferatif
etkilerini siklusu G2’de arrest edebilmeleri ile iliskilendirdikleri goriilmektedir.
Yine Pan ve ark. (337) ’nin yaptiklari baska bir in-vitro kanser ¢alismasininin
bulgularia gore, kolorektal kanser hiicre hatlar1 lizerine tangeretinin tek basina ve
doza bagimli olarak sitotoksik bir ajan gibi etki gosterdigi gozlenilmistir. Bu
etkiyi arastiricilar, kolon karsinomlu hiicreler tlizerinde p53 ekspresyonlarini
artirmak suretiyle apopitozu indiiklemesine ve birer CDK1’leri olan p37 ve p21
tiimor stipresor genlerininin ekspresyonlarini artirmak suretiyle spesifik CDK 2 ve
4' lin aktivitesini inhibe ederek, hiicre siklusunun G1'de arrestine neden oldugunu
ve proliferasyonun oniine gecebildigini bu mekanizmalarla ortaya koymustur. Bu

etkilerle birlikte yakin zamanda Ma ve ark.’nin (367), yaptigi calismada ise
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tangeretinin kanserli glial hiicreler iizerine G2/M fazinda siklus arrestine neden
oldugu iddia edilerek bu etkisinin altinda yatan mekanizma olarak, ¢esitli kinaz
yolaklar1 tizerinden Wnt/B-katenin yolagini bloke ettigi ileri stiriilmiistiir.

Arivazhagan L ve ark.’nin (364), yaptig1 bir in-vivo ¢alisma ile yukaridaki
in-vitro ve in-vivo kanser galismalarin1 apopitoz noktasinda destekler nitelikte
iken, DMBA ile indiiklenmis meme kanseri iizerine, tangeretinin bu sitotoksik
etkileri G1/S fazinda kanser hiicrelerinin boliinmelerini engelledigi agiklanarak
farkli bir noktada hiicre siklus blokaji1 yaptig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada ayni
arastiricilar  tarafindan, Tangeretin’in  sitotoksik  etkilerini, p53/p21
ekspresyonlarini da up regiile etmek kosulu ile apopitoz indiiksiyonunda rol
oynayarak ve bunun sonucunda metastaz siirecine katilan gesitli proteinleri down
regiile ederek gerceklestirdigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica calismada tangeretinin bu
etkileri, PCNA ve Ki-67 gibi tiimor proliferasyon belirteglerini siiprese ettigini
ortaya koyan immunohistokimyasal bulgularla desteklenerek, sicanlarda DMBA
ile indiiklenen meme karsinojenez olusumunu ve proliferasyonunu inhibe
edebildigi ifade edilmistir. Tangeretinin g¢esitli neoplazm tiirlerindeki
kemopreventif ya da teropotik ozellikleri farkli sekilde sitotoksik etkilerle ortaya
koyularak agiklanan yukaridaki ¢alismalar ile ¢alismamizin bulgularinin uyumlu
olmadig1 gozlenmistir.

Tim bu ¢alismalarin disinda Morley ve ark. (339), tarafindan yapilan bir
calismada, tangeretin ve ¢esitli flavonlarin insan kolon ve meme kanserleri
lizerine anti-kanser potansiyelinin olduguna dikkat ¢ekilmistir. Arastiricilar
tangeretinin bu potansiyel anti-proliferatif etkilerinin sitostatik &zelliklerinden

kaynaklandigini ileri siirerek, altta yatan mekanizmalar1 ise, kanser hiicreleri
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tizerine G1’evresinde bloke edici etkisi nedeniyle proliferasyonu yiiksek oranda
suprese etmesi ve hiicrelerde apopitoz yolagmi tetikleyici herhangi bir etki
gostermemesi ile agiklamiglardir. Ayrica bu ¢alisma bulgulan ile paralel olarak
Karen ve ark.’nin ¢alismasinda (433) tangeretinin bu etkilerini, tiimorsiiz
dokularda sitotoksisiteyi ve apopitozu indiiklemeden sadece tiimorli hiicreler
izerine proliferasyonu siiprese etmek sart1 ile gosterdigini agiklamistir. Ayrica bu
calismalar, tangeretinin biiylimeyi segici olarak inhibe etme Kkabiliyetini, selektif
hiicre dongiisii olaylarinin aracilar1 ile segici olarak etkilestigini gosterirken,
calismamizin bulgular ile paralellik gostermektedir.

Cesitli caligmalar tangeretinin meme kanserine karst kemopreventif ve
proliferasyonu onleyici Ozelliklerini anti-aromataz aktiveye sahip olmasi ile
iliskilendirirken (381, 434), Birt ve ark. (382), tangeretinin anti-kanserojen
etkilerini; ER’ler i¢in spesifik olarak oOstrojenlerlerle yarismali inhibisyona
girmesi ve fitodstrojen yapisindan kaynakli zayif Ostrojenik etki gostermesi ile
iliskilendirmektir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalar, in-vitro (383) ve in-vivo (338)
olarak meme karsinomlarinda proliferasyonun onlenmesi noktasinda, tangeretin
ve benzer yapidaki flavonoidlerin  kanserli hiicrelerdeki artmis ER
ekspresyonlarin1 diisiirerek ve bunuda hiicrelerde reseptoriin say1r ve boya
tutulumundaki azalmalarla kanitlayarak ortaya koymustur. Bu bulgularla,
calismamizin  immunohistokimyasal  bulgularinin  uyum i¢inde oldugu
gozlenmistir.

DMBA grubu ile tim tedavi gruplari kiyaslandiginda, doku p53 ve Bax
protein ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak en anlamli artis pomegranat

ve tangeretinin birlikte uygulandigi tedavi grubunda bulunmustur. Bu ajanlarin
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birlikte uygulanmasi sonucu gozlenen sitotoksik etkinin, p53 ve Bax bagiml
apopitotik yolagin uyarilmasi ile olustugunu ve bu anti-kanser o&zelligin
pomegranatin sitotoksik etkilerinden kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. DMBA
grubuna gore, iki tedavi ajaninin kombinasyonu ile tedavi edilen siganlarin doku
Siklin D1 ekspresyon diizeylerindeki azalmalarin yalniz pomegranat uygulanan
gruba gore daha yiiksek oranda olmasi ise tangeretinin sitostatik ozelligi ile
aciklanabilir.  Ayrica TUNEL sonuglarma gére DMBA grubu ile
karsilastirildiginda iki terapotik ajanin birlikte kullanilmasinin, kanser hiicreleri
lizerine, apopitoz yolagina giren hiicre sayisini anlamli bir sekilde artirdigi ve bu
artisin pomegranatin pro-apopitotik Ozelliklerinden kaynaklandig1
diistiniilmektedir. Calismada yapilan immunohistokimyasal analizlerde, DMBA
grubu ile karsilagtirildiginda her iki terapdtik ajanin birlikte kullanilmasinin,
proliferasyon belirteglerinin diizeylerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttig1 saptandi. Bu durum, kombine tedavi ajanlari olan pomegranatin
sitotoksik etkisinin tangeretinin sitostatik etkisine katkida bulunarak giiglii bir
anti-proliferatif etkinlik sagladigi seklinde yorumlanmustir.

Literatiirde pomegranat ve tangeretinin birlikte uygulamasini igeren
herhangi bir kemopreventif ya da terapotik ¢alismaya rastlanilmamis olmasi baska
literatiirlerle calisma sonuglarimizin  tartisilmasimni  kisitlasa da, c¢alisma
bulgularimizin, meme kanser hiicreleri {lizerine nar ekstresi ve tangeretin gibi
flavon olan nobiletinin kombine fitoterapisi ile saglanan anti-kanser etkilerinin,
tekli kullanimlarindan anlamli olarak daha yiiksek oldugunu rapor eden 2 calisma

(435, 436) ile ayn1 yonde oldugu goriilmektedir.
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Calismada ki histopatolojik makroskobik bulgular, DMBA ile indiiklenen
hayvanlardaki tiimor tutulum insidans oranlar1 ve tiimor hacimlerinin tedavi
gruplarinda azaldigimi ve iki tedavi ajanin birlikte verildigi gruptaki siganlarda
herhangi bir tutulum izlenmedigini gosterirken (Tablo 18) ayrica bu
bulgularimizin histolojik alt tip olarak DMBA ile si¢anlarda invaziv duktal
karsinom olusumunu (Sekil 47) in-vivo olarak ortaya koyan g¢esitli ¢aligmalarla
uyum igerisinde oldugu gézlenmistir (288, 324, 338).

Mevcut ¢alisma sonuglarina gore, hem nar ekstresinin hem de tangeretinin
ayrt ayrt kullanimlarinin siganlarda olusturulmus meme kanseri modelinde
kemopreventif etkinliklerinin oldugu distinilmektedir. Nar ekstresi ve
tangeretinin  6zellikle kombine wuygulanmasi meme kanserinin gelisimini

engellemede daha faydali olabilecegi kanisina varilmistir.
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