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OZET
Ehrlich Solid Tiimor Modelinde Bornil Asetatin Antikanser EtKisinin Arastirilmasi

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi, lokal doku istilas1 ve metastazi ile karakterize
patolojik bir siirectir. Kanser arastirmalarinda deneysel tiimorler, modelleme amaciyla
biiyilk dneme sahiptir ve bu alanda Ehrlich assit karsinom (EAC) modeli yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biyoterapotiklerin kesfi ve mevcut kemoterapotiklerin etkinliklerinin
arttirilmas1 hedefli caligmalarda onkogenik proteinlerin inhibisyonu ve antiproliferatif
proteinlerin aktivasyonu hedeflenmektedir. Son yillarda, maligniteyi baskilamak amaglh
timor hedefli dogrudan ilag tedavisine yonelinmistir. Helichrysum armenium, tibbi ve
aromatik bitkiler bakimindan zengin olan iilkemizin endemik tiirleri arasinda yer almaktadir.
Bitkinin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen bornil asetat (BA), anti-inflamatuar ve
anti-oksidan 6zellikleriyle bilinmektedir. Bu ¢alismada EAC solid tiim6r modelinde BA’nin
uygulama yoluna [intraperitonel (i.p.) ve subkutan (s.k.)], dozuna (50 ve 100 mg/kg),
stiresine gore (21 giin ve 10 giin) pozitif kontrol 5-florourasil (5-FU) ile karsilastirmali olarak
antikanser etkisinin ilk kez arastirillmasi amaglanmistir. Kontrol gruplarinda 5, deney
gruplarinda 10 adet Balb/c disi fare olacak sekilde 16 grup olusturuldu. EAC hiicreleri Balb/c
disi farelere subkutan olarak enjekte edildi. BA’nin 50 ve 100 mg/kg lik dozlari, 21 giin ve
10 giin sitireyle 5-FU’nun 50 mg/kg lik dozuyla karsilastirmali olarak uygulandi. 21. giiniin
sonunda hayvanlar dekapite edilerek tiimor dokulari ve serum numuneleri toplandi. Serum
numunelerinde AST, ALT ve iire Olgiimleri otoanalizérde gerceklestirildi. Timor
numunelerinde oksidatif hasar derecesi, MDA, TOS ve TAS’in spektrofotometrik
Olgtimleriyle belirlenirken, Nrf2, NF-xB, VEGF, MMP-9, Kaspaz-3, Bcl-2, Bax, LC-3,
Beclin-1, p21 ve p53 proteinlerinin tayini western blot yontemi ile gergeklestirildi. Caligma
neticesinde BA’ nin tiimor hedefli s.k. uygulandigi deney gruplarinin, es deger i.p. deney
gruplarina nazaran tiimor voliimiiniin kii¢iiltilmesinde basarili oldugu ortaya kondu. Ayrica
BA’nin timér doku tizerinde pro-apoptotik, pro-otofajik, anti-oksidan, anti-anjiyogenik,
anti-inflamatuar 6zellikleri de in vivo olarak ilk kez gosterildi. Bu ¢alismadan hareketle BA,

tiimor hedefli terapdtik arastirmalarin yeni hedefini olusturabilir.

Anahtar Sozciikler: Anjiyogenez, Anti-oksidan, Apoptoz, Bornil asetat, Ehrlich solid

tiimdr, Kanser, Otofaji
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ABSTRACT
Investigation of the Anticancer Effect of Bornyl Acetate in the Ehrlich Solid

Tumor Model

Cancer is a pathological process characterized by uncontrolled cell growth, local tissue
invasion and metastasis. Experimental tumors are of great importance for modeling purposes
in cancer research and the Ehrlich ascites carcinoma (EAC) model is widely used in this
field. Inhibition of oncogenic proteins and activation of antiproliferative proteins are targeted
in studies aimed at the discovery of biotherapeutics and enhancing the efficacy of existing
chemotherapeutics. In recent years, there has been a move towards tumor-targeted direct
drug therapy to suppress malignancy. Helichrysum armenium is among the endemic species
of our country, which is rich in medicinal and aromatic plants. Bornyl acetate (BA) obtained
from the flower and leaf parts of the plant is known for its anti-inflammatory and anti-oxidant
properties. In this study, it was aimed to investigate the anticancer effect of BA according to
the route of administration [Intraperitoneal Intraperitoneal (i.p.) and subcutaneous (s.c.)],
dose (50 and 100 mg/kg) and duration (21 days and 10 days) in comparison with the positive
control 5-fluorouracil (5-FU) in EAC solid tumor model for the first time. Sixteen groups
were formed with 5 Balb/c female mice in the control group and 10 in the experimental
group. EAC cells were injected subcutaneously into Balb/c female mice. Doses of 50 and
100 mg/kg of BA were administered for 21 days and 10 days in comparison with 50 mg/kg
of 5-FU. At the end of the 21% day, animals were decapitated and tumor tissues and serum
samples were collected. AST, ALT and urea measurements in serum samples were
performed on an autoanalyzer. Oxidative damage in tumor samples was determined by
spectrophotometric measurements of MDA, TOS and TAS, and Nrf2, NF-«kB, VEGF, MMP-
9, Caspase-3, Bcl-2, Bax, LC-3, Beclin-1, p21 and p53 proteins were determined by western
blotting. As a result of the study, it was revealed that the experimental groups in which BA
was administered tumor-targeted s.k. were successful in reducing tumor volume compared
to the equivalent i.p. experimental groups. In addition, the pro-apoptotic, pro-autophagic,
anti-oxidant, anti-angiogenic and anti-inflammatory properties of BA on tumor tissue were
demonstrated for the first time in vivo. Based on this study, BA may constitute the new target

of tumor-targeted therapeutic research.

Keywords: Angiogenesis, Anti-oxidant, Apoptosis, Autophagy, Bornyl acetate, Cancer,
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére diinyada 6liime neden olan hastaliklar arasinda
ikinci sirada yer alan kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi, lokal doku istilas1 ve metastazi ile
karakterize patolojik bir siirectir (1, 2). Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran temel
ozellikler, ‘kanserin ayirt edici 6zellikleri’ olarak adlandirilmakta ve bir hiicrenin kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasini ve biiylime potansiyelini, timoriin primer olarak bulundugu bolgeden
ayrilarak farkli doku ve organlarda da gostermelerine neden olmaktadirlar. Bu 6zellikler; 1.
Proliferasyon sinyalleri olusturma, 2. Biiylime baskilayici sinyallerden kaginma, 3.
Epigenetik yeniden programlanma, 4. Oliimsiizliik, 5. Hiicre dliimiine direng, 6. Immiin
cevaptan kacinma, 7. invazyon ve Metastaz, 8. Anjiyogenesis, 9. Yaslanma, 10. Genomik
kararsizlik, 11. Hiicresel metabolizmanin degraniilasyonu, 12. Plastisite, 13. Tiimori tesvik
eden inflamasyon olarak siralanabilir (3). Bu ayirt edici 6zelliklerin ayr1 ayri ele alinarak
irdelenmesi ve birbirleriyle etkilesimde olduklar1 sinyal yolaklar1 iizerinden g¢aligilmasi
kanser proliferasyonunun anlagilmasi ve etkin kanser terapi tekniklerinin gelistirebilmesi
i¢in ayr1 bir oneme sahiptir (4). Modern tipta kanser tedavisi i¢in cerrahi girigsim, kemoterapi,
radyoterapi, hormon replasman1 ve immunoterapi temel tedavi yontemleridir.
Kemoterapinin temel prensibi, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu 6nlemek ve tiimor
hiicreleri lizerindeki etkisiyle beraber normal hiicreler iizerinde, yan etki olmaksizin ya da
minimum yan etki ile malign hiicreleri yok etmektir (5). Ancak mevcut kanser
kemoterapisinin neoplastik hiicreler igin 06zel olarak segilememesi, hepatoksisite,
nefrotoksisite, kardiyotoksisite gibi yan etkilere yol acmasi ve ¢oklu ila¢ direnci gibi
olumsuz etkileri, basar1 ylizdesini diistirmektedir (6, 7). Bundan dolay1 antikanser ilaglarin
yan etkilerine kars1 kanser tedavisinde kullanilmak iizere, kanser hiicrelerinin karakteristik
o0zelliklerini hedef alan yeni ajan arayislarina ve mevcut terapdotiklerin intravendz (i.v.), s.k.,

1.p., intramiiskiiler (i.m.), oral olmak {izere farkli uygulama yollarina yonelinmistir.

Deneysel tiimorler, modelleme amaciyla biiylik 6neme sahiptir ve bu alanda EAC
yaygin olarak kullanilmaktadir. EAC hiicrelerinin tiimor spesifik antijeni tagimamalari,
yiiksek trasplantasyon kabiliyetleri ve hizli proliferasyon yetenekleri onlari yeni
kemoterapétiklerin arayisi ¢alismalarinda yaygin hale getirmistir. Ik kez disi bir farede
spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya c¢ikan tiimoriin, Ehrlich ve Apolant
tarafindan timor pargalarimin fareden fareye transplante edilmesiyle, bu deneysel timor

modelinin olusturuldugu bilinmektedir (8). Daha sonraki yillarda tiimorii tagiyan farelerin



peritonunda siv1 halde gelisen formu elde edilmis ve tiimor hiicreleriyle beraber assit sivisi
birikiminden dolay1r “Ehrlich ascites carcinoma” olarak adlandirilmistir (9). EAC, assit
form ya da solid formda kullanilmaktadir. EAC tiimdr hiicre siispansiyonu, 1.p. yolla farelere
verildiginde assit formda tiimoriin olustugu gozlenirken s.k. olarak uygulandiginda solid

formda tiimoriin olustugu bilinmektedir (10).

Son yillarda maligniteyi kontrol altina almak, ¢evre dokulara ve uzaktaki saglikli
organlara fiziksel hasar1 azaltmak amaglhi tiimor hedefli, dogrudan ila¢ tedavisine
yonelinmistir (11). Literatiirde 6nemli bir yere sahip, hedef 6zgiilliigii ve potansiyeli yiiksek,
etkili terapdtikler olan biyoterapétikler genellikle i.v., i.m., i.p. veya s.k. enjeksiyon yoluyla
hastaya uygulanmaktadir. S.k. enjeksiyonun, aci hissinin az olmasi, yiiksek dozlarda dahi
cevre doku ve organlara zarar verme riskinin diger enjeksiyon tiplerine nazaran ¢ok daha
diisiik olmasi, ilaca maruziyet siiresinin kisa olmasi, ilacin fizikokimysal 6zelliklerine bagh
olarak (bag doku elemanlar ile elektrostatik etkilesimleri, pH, icerisindeki yardimci
maddelerin 6zellikleri gibi) lenfe ge¢is siirelerinin kisa ve kiigiik dozlarda dahi dogrudan
tiimorle etkileserek, biyoyararliligi arttirmasi nedenleriyle uygulanmasi 6nerilmektedir (12).
Literatiirde dogal iirlinlerin oral ve i.p. yollarla, kemoterapétiklerin i.p. ve i.v. yollarla
uygulamalarina sikga rastlanilmaktadir (13, 14). Deneysel solid tiimor modellerinde dogal
tirlinlerin ve kemoterapdtiklerin dogrudan tiimor etkilesimini amaglayan s.k. enjeksiyona ait

caligmalar ise sinirhdir (15, 16).

Potansiyel kemoterapdtik ajanlarin kaynagi olarak dogal iiriinlere ilgi her gecen giin
artmaktadir. Dogal {rlinler ve bunlarin tlirevleri diinya genelinde kullanilan ilaglarin
%50’sinden fazlasini olustururken, bitkisel kaynakli dogal {irtinlerin %25’inden fazlasinin
kemoterapoétiklerin ham maddesini olusturdugu bilinmektedir (17). Bircok dogal iiriin
bileseni tek basmma ya da kompleks halde bu amag i¢in kullanilmaktadir. Aromatik
bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel yag bilesenleri arasinda yer alan ve farmasotik
ozellikleriyle de taninan terpenlerin antioksidan, antiseptik ve anti- inflamatuar 6zellikleri

yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir (18).

Bir monoterpen olan bornil asetatin (BA), basta Pinaceae olmak lizere Asteraceae,
Lauracea ve Valerianceae familyalar: tiirlerinin esas olarak kokularindan sorumlu olan
esansiyel yag bilesenidir (19, 20). Ayn1 zamanda {ilkemizin endemik tiirleri arasinda yer alan
Helichrysum armenium ve Thymus vulgaris bitkilerinin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarinin

esansiyel yag igerigini olusturan ana bilesiklerdendir.



BA kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine dayanilarak cilt kremlerinde, yara bakiminda ve

dogal antiseptik ajanlarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (21).

Bu tez ¢alismasinda literatiirde in vitro antikanserojen 6zelligi ortaya konmus olan
BA’nin antiproliferatif, pro-apoptotik, pro-otofajik, anti-inflamatuar, anti-anjiyogenik
potansiyelinin; uygulama yoluna, konsantrasyonuna ve siiresine bagl olarak in vivo Ehrlich

solid tiimdr modelinde ilk kez arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser olarak tanimlanan malign tiimoral doku, saglikli dokuya oranla daha sik ve
kontrolsiiz ¢ogalan, invaziv ve metastatik 6zelliklere sahip hiicre kolonisini ifade eder (22).
Kanser hiicre kokeni, kanser doku gelisimi, yayilma ve niiksetme mekanizmalarin1 anlamaya
yonelik her gecen giin artan arastirmalara ragmen, hastalik hala gizemini korumaktadir. Bu
sebeple kanser, uzun siiredir devam eden ve hizla gelisen biyomedikal arastirma ve

uygulamalarinin odak noktasi haline gelmistir (23).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére 2020 yilinda kansere bagli 10 milyon 6liim ve
yasam boyu (75 yasindan once) kansere yakalanma riski %20 olarak bildirilmistir (1, 24).
Diinyada yeni teshis edilen en yaygin kanser tiirleri arasinda meme (2,26 milyon), akciger
(2,21 milyon) ve kolorektal (1,98 milyon) kanserleri yer almaktadir (25, 26). Ayrica niifus
artiginin ve sosyal yaslanmanin hizlanmasiyla birlikte kiiresel kanser ytikii de artmaya devam
etmektedir. 2040 yilinda yeni tan1 konulan kanser hastasi sayisinin 2020 yilina gore %47
artis ile yilda 30,3 milyona ulagacag: tahmin edilirken, 16,3 milyon kisinin de kansere bagl
hayatin1 kaybetmesi beklenmektedir (1). Yapilan arastirmalarla ileri evre akciger, kolorektal,
karaciger ve pankreas gibi kanserler icin 5 yillik goreceli sagkalim oranlari, maksimal
cerrahi eksizyon, radyasyon, kemoterapi, hormon replasmani, immiinoterapi ve hedefe
yonelik tedavilere bagli olarak degiskenlik gosterdigi belirtilmektedir. Bundan dolay1
geleneksel kanser tedavi yontemlerinin higbiri, ileri evre kanser hastalarini ne yazik ki
tamamen iyilestirememektedir (27). Timor proliferasyonunu etkileyen molekiiler
mekanizmalarin bilgisi, bilhassa ge¢ evre kanserlerin kotii prognozu i¢in yeni ve etkili

tedavilere yol acgabilecegi diisiiniilmektedir

Fizyolojik sartlarda hiicreler, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 altinda biiyiiyiip
geligirler. Hiicreler, metabolik ¢evrenin ihtiyaglarina ve uyaranlara bagli olarak hiicre
dongiisiine girerek bliyiiyilip ¢ogalmaya devam ederler ya da sartlar uygun degilse bekleme
fazina gegerler (28). Hiicre dongiisii interfaz (Go- Gi1- S- G2) ve mitotik evre olmak tizere 2
basamakta meydana gelmektedir. Hiicre dongiisiine giremeyecek hiicreler Go fazinda uygun
sartlar gelisinceye kadar beklemeye gecerler. Ancak DNA hasari, genetik mutasyonlar,
radyasyon gibi etmenlere bagli olarak gelisen kanser hiicreleri saglikli hiicrelerin sahip
oldugu denetleyici ve diizenleyici mekanizmalardan bagimsiz, siirekli olarak prolifere

olmaktadirlar (29).



Genel olarak kanser gelisiminin temel nedenleri arasinda, s6z konusu hiicre
dongiisiinii diizenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik bozukluklar goriillmektedir.
Bazi durumlarda kusurlu gen kalitsal olabilirken, diger bazi durumlarda ise g¢evresel
kanserojenlere yanit olarak yeni mutasyonlar meydana gelebilmektedir. Genellikle hem
kalitsal hem de ¢evresel faktorler bir arada bulunur ve kanserin gelismesi i¢in mutasyonlarin
birikmesi gerekmektedir (30). Oksidatif stres veya ultraviyole radyasyonu gibi ¢evresel
faktorlere bagli olarak hasar goéren hiicre DNA'sin1 korumak amaciyla, onarim
mekanizmalar1 devreye girer ve hasar1 onarmaya ¢alisir. Onarim mekanizmalari, hasari
onarabilecek seviyedeyse hiicre 6liim sinyalleri aktive edilir. Ancak bu mekanizmalarda
islev kayb1 mevcutsa mutasyona ugramis hiicreler ¢ogalabilir ve mutasyonlarin birikmesiyle

kanserli bir tiimor olusturabilirler (22).

2.1.1. Kanser Hiicresi Ozellikleri
DNA mutasyonlar1 sonucu gelisen kanser hiicreleri sag kalimlarini,
proliferasyonlarint ve metastatik evreye gegislerini destekleyen karakteristik ozellikler

kazanmuglardir (3). Bu karakteristik 6zellikleri tek tek irdelersek;
2.1.1.1. Proliferasyon Sinyalleri Olusturma

Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligi, kronik proliferasyonu siirdiirme yetenekleridir.
Normal dokular, hiicre biiyiimesi, hiicre dongiistine giris ve bu dongii boyunca ilerlemeyi
yonlendiren, bdylece hiicre sayisinin homeostazini ve dolayisiyla normal doku yapisinin ve
islevinin korunmasini saglayan proliferasyon sinyallerini siki bir sekilde kontrol
edebilmektedirler (22). Tiimor hiicreleri, diizenleyici bu sinyalleri hedefleri dogrultusunda

kullanarak kendi kaderlerinin efendisi olurlar (31).

Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin bozulmasinin yani sira
hiicre biiylime sinyallerinin diizeninin bozulmasi da s6z konusudur Kanser hiicreleri,
proliferatif sinyali slirdiirme kabiliyetini farkli yolaklardan kazanabilirler (22). Kanser
hiicreleri ayn1 kokenli reseptorlerin ekspresyonu yoluyla yanit verebilecekleri, otokrin
proliferatif stimiilasyonla biiylime faktorii ligandlarini tiretebilirler (32). Saglikli hiicrelerden
farkli olarak kanser hiicreleri biiyiime faktorii salinimini arttirmak amaciyla hiicre i¢i sinyal
yolaklarin1 devamli olarak aktive ederek otokrin sinyal iletimi sayesinde hiicre dis1 biiylime
faktorlerine ihtiya¢ duymaksizin sag kalimi ve proliferasyonu siirdiiriirler. Ayrica timor

hiicreleri, farkli bliytime faktorlerinin senteziyle aktiflesen ve timér hiicre proliferasyonunu



destekleyen timérle iligkili stroma igindeki normal hiicreleri uyaran sinyaller de

gonderebilirler (4, 33).
2.1.1.2. Biiyiime Baskilayic1 Sinyallerden Kacinma

Kanser hiicreleri hiicre proliferasyonunu siirdiirme ve hiicre dongiisii kontrol
mekanizmalarindan kaginma gibi karakteristik 6zelliklerine ek olarak hiicre biliylime ve
¢ogalmasini durduran mekanizmalardan da korunabilmelidirler. Bu mekanizmalar1 timor
baskilayici genlerin eylemleri diizenlemektedir (31). Hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu
sinirlamak amaciyla fonksiyon kazanim veya kaybi deneyleri yoluyla farkli tlimor
baskilayict genler kesfedilmistir. Iki prototipik tiimor baskilayici gen tarafindan kodlanan,
retinoblastoma ile iligkili protein (RB) ve tiimor baskilayict protein 53 (p53) hiicrelerin
cogalma, yaslanma ve apoptotik programlari etkinlestirme kararlarini yoneten iki merkezi
anahtar olarak calisirlar (34). RB, biiyiik dl¢tide hiicre disi1 kaynakli biiyiimeyi engelleyen

sinyalleri iletirken, p53 hiicre i¢i kaynakli stres uyaranlarina yanit vermektedir (35).

Tiimor baskilayict protein 53’°lin bir genom koruyucusu oldugu ve hiicre dongiisii,
hiicresel farklilagma, DNA onarim1 ve apoptozu diizenlemede 6nemli bir rol iistlendigi iyi
bilinmektedir (34). Genomdaki hasar derecesi, niikleotit havuzlarinin seviyeleri, bilylimeyi
tesvik eden sinyaller, glukoz veya hiicre i¢i oksijen seviyesine gore hiicrenin kaderini
belirler. p53, bu kosullar normale donene kadar hiicre dongiisti ilerlemesini durdurabilir ya
da hasar onarilamaz diizeydeyse apoptozu tetikleyebilir. Kanser hiicreleri, biiytime karsiti
sinyallerle iliskili bu timor baskilayici genleri, mutasyon, gen silinmesi ya da metilasyon

aracilifiyla etkisiz kilarak proliferasyonlarina devam edebilmektedirler (36).
2.1.1.3. Epigenetik Yeniden Programlanma

Epigenetik, gen ifadesi ya da hiicresel fenotipte DNA diziliminden bagimsiz
mekanizmalarin neden oldugu kalitsal degisimler olarak tanimlanabilir. DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve diizenleyici kodlanmayan RNA (miRNA, siRNA, snRNA.)

epigenetik mekanizmalarin basinda yer alirlar (37).

Gen ifadesinde tamamen epigenetik olarak diizenlenen degisiklikleri igeren,
bagimsiz bir diger genom yeniden programlama modu mevcuttur ki buna "mutasyonel
olmayan epigenetik yeniden programlama" adi verilir (38). Mutasyonsuz kanser evrimi ve
belirleyici kanser fenotiplerinin tamamen epigenetik programlanmasi Onerisi neredeyse on

yil 6nce glindeme getirilmis ve o gilinden bu yana giincelligini koruyarak daha fazla



tartisilmaktadir (31, 39). Gen ekspresyonunun mutasyona ugramayan epigenetik
regiilasyonu kavrami elbette embriyonik gelisime, farklilagmaya ve organogeneze aracilik
eden merkezi bir mekanizmaya dayanmaktadir (40). Artan kanitlar, gen ve histon
modifikasyonlarinda, kromatin yapisinda pozitif-negatif geri besleme dongiileri tarafindan
muhafaza edilen gen ekspresyon anahtarlarinin tetiklenmesindeki degisiklerin, kanser
patogenezinde etken oldugunu gostermektedir. Bu kanitlar epigenetik degisimlerin, kanser
proliferasyonu ve malign ilerleme esnasinda ayirt edici fonksiyonlarin kazanilmasina katki

saglayabilecegi onermesini dogrulamaktadir (3).
2.1.1.4. Oliimsiizliik

Son yillardaki arastirmalar sonucu, kanser hiicrelerinin, replikasyon yetenekleri
sayesinde makroskopik tlimoérler olusturabilecekleri kabul edilmektedir. S6z konusu 6zellik,
belirli sayida ardisik hiicre dongiisiinden gegebilen somatik hiicrelerin davranisglariyla
belirgin zithik gostermektedir (31). Bahsi gegen proliferasyon sinirlamasi, ¢ogalmanin
ontindeki iki ¢esit engelle iliskilendirilmistir: yaslanma ve hiicre 6liimii. Buna gore, in vitro
cogaltilan hiicrelerde tekrarlanan hiicre boliinme dongiileri ©nce yaslanmanin
indiiklenmesine ve ardindan, yaslanma engelini agmay1 basaran hiicreler i¢in de bu
popiilasyon hiicrelerinin hiicre 6liimiine yonlendirilmesine yol agar. Ancak tiimor hiicreleri
iki koruma mekanizmasini da asarak oliimsiizlesme olarak adlandirilan sinirsiz replikasyon

potansiyeli sergilerler (41).
2.1.1.5. Hiicre Oliimiine Direnc

Tiimdr hiicrelerinin -hiicre éliimiine direng- karakteristik o6zelligi; hiicre dongiisii
kontrol mekanizmalari, apoptotik ve otofajik hiicre 6liim sinyal yolaklarindan kacinmalari

basliklariyla incelenecektir.

Hiicre Dongiisii Kontrolii

Hiicre dongiisii ¢aligmalarinin uzun gegmisi 1970'lerin basinda ilk hiicre dongiisii
diizenleyici gen, siklin bagimli serin/treonin protein kinaz (CDK) 28'in (mayadaki CDK1
analogu) tanimlanmasina dayanmaktadir. Hiicre dongiisi CDK ve onlarla kompleks
olusturan siklin proteinleri tarafindan katalizlenir. CDK’lar, hiicre dongiisiiniin belirli
kontrol noktalarinda aktive olan serin/treonin protein kinazlardir. Memeli hiicrelerinde en az
yedi CDK bulunur. CDK'lar hiicre dongiisii stiresince ilerleme ig¢in kritik 6nem

tasimaktadirlar. Ciinkii inaktivasyonlari mitozu 6nlemektedir (42).



Hiicre dongiisii, genomik DNA replikasyonuna ve devaminda iki yavru hiicrenin
cogalmasina yol agan, siki kontrol edilen bir dizi olaylar serisidir (43). Bir seri halinde
ilerleyen bu hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M olmak iizere dort asamadan olugmaktadir. Ayni
zamanda hiicre dongiisli morfolojik olarak interfaz (ara faz) ve M (mitotik) faz agsamalarina
boliinebilir Ara faz Gi, S ve G, asamalarindan olusurken mitotik faz profaz, metafaz, anafaz
ve telofaz asamalarindan olusmaktadir. Hiicre dongiisiiniin merkezinde hiicre dongiisiiniin
asamalar1 boyunca hiicrenin ilerlemesini diizenleyen CDK’lar ve siklin proteinleri yer
almaktadir (42, 43).

Dongiintin Gz ve G2 asamalari, hiicre dongiisiindeki iki belirgin doniim noktas1 olan
DNA sentezi ve mitoz arasinda meydana gelmektedir. G1 fazinda hiicre DNA sentezine
hazirlanirken S fazi, DNA replikasyonu ve hiicresel bilesenlerin iki katina ¢iktig1 evreden
sorumludur. Bu nedenle S fazi 2N ile 4N arasinda andploid DNA igerigine sahiptir. G2 fazi,
hiicrenin M fazina hazirlandig1 hiicre dongiisii evresidir (Sekil 1) (44). Bahsi gecen evreler
duragan donemler degil, hiicrelerin hacim kazandigi, biiylime sinyallerini entegre ettigi,
kopyalanmis bir genomu organize ettigi ve kromozom ayrigmasina hazirlandigi donemlerdir.
Bir de bu 3 fazin disinda hiicrelerin fizyolojik olarak boliinmeye uygun olmadigi durumlarda

hiicre dongiistinden ayrilarak beklemeye gectigi Go asamasi mevcuttur (43).
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Sekil 1. Hiicre dongiisii (Ligasova’dan, 44)

Ara faz boyunca ortaya ¢ikan DNA hasari, hiicre dongiisiiniin sonraki asamalarina
geemeden dnce onarim yollarinin aktivasyonuna zaman tanimak amaciyla hiicre siklusunun
durmasina neden olur (45, 46). DNA hasarinin kaynagi, metabolik ara iiriinler, telomer
yipranmasi, onkogenin asirt ekspresyonu ve DNA replikasyon hatalari gibi hiicre i¢i
kaynakli olabilecegi gibi glines 1s181indan kanserojenlere, iyonlastirici radyasyona veya diger
antikanser tedaviler gibi hiicre dis1 kaynakli da olabilmektedir. DNA onarimi i¢in hasara
0zgii pek cok yanmit mevcutken, genomik DNA'daki farkli hasarlar, hasar ortadan
kaldirilincaya kadar CDK'lar1 inaktif formda tutan kontrol noktasi yollarini aktive
edebilmektedirler (45, 47). S6z konusu noktalar timor supresor p53 aracili kontrol edilen
bolgeler, DNA hasari kontrol noktalar1 ve checkpoint kinaz-1 in kontroliinde olan bdlgeler
olarak smiflandirilabilir (43, 46). Hiicre donglisii kusur derecesine bagli olarak
gerceklesebilen kontrol noktasi fonksiyon bozukluklari, kanser gelisimine, hiicre 6liimiine
ve hiicre dongiisiiniin yeniden programlanmasina kadar farkli neticelere neden

olabilmektedir (47).



Tiimor Baskilayict Gen p53

1979'da kesfinden bu yana, p53'in tiimor baskilanmasinda anahtar roliinii ortaya
koyan kapsamli ¢aligmalar yapilmistir (31). p5S3 geninin mutasyonlar1 ve p53'iin negatif
diizenleyicilerinin [6rn Mouse double minute 2/4 homolog (MDM2/MDM4) ve Protein
fosfataz Mn?*/Mg* bagimli 1D asir1 ekspresyonu gibi diger mekanizmalar yoluyla yabanil
tip p53 fonksiyonunun kaybi, insanlarda bir¢ok kanser tiirliniin baglatilmasi ve/veya
ilerlemesi i¢in bir 6n kosul olarak goriilmektedir. Bir transkripsiyon faktorii olarak p53,
timdr baskilayict islevini, hedef genleri lizerinde yer alan p53 DNA baglanma bdlgeleri
araciligiyla ilgili gen ekspresyonlarini diizenleyerek gergeklestirir (48). Bu genleri
transkripsiyonel olarak diizenleyen p53, apoptoz, hiicre dongisiliniin durdurulmasi,
yaslanma, DNA onarimi, hiicre metabolizmasi ve antioksidan savunma dahil olmak {izere
bir¢ok 6nemli biyolojik siirecte kritik rol oynar (49). Bununla birlikte; p53 mutasyonlar1 tim
kanserlerin %50'sinden fazlasinda goriiliir. ilging bir sekilde, meme kanseri tip-1 duyarlilik
geni (BRCAL1), RB ve adenomatdz polipozis koli gibi gen mutasyonlar1 kaynakli gelisen
kanserlerde p53 mutasyonlari, agirlikli olarak p53'iin DNA baglanma alaninda meydana
gelir. S6z konusu durum p53'in, hedef genlerindeki pS3 DNA baglanma elemanlarina
tutunma yetenegini ve devaminda p53'lin transkripsiyonel etkinligini bozarak tiimdr hiicre
gelisimini uyarir (50). Tiim insan kanserlerinin yarisindan fazlasinda mutasyona ugrayan
kritik bir timor baskilayicisi p53 gendir. p53'deki mutasyonlar yalnizca antitiimor aktiviteyi
bozmaz, ayn1 zamanda mutant p53 proteininin onkogenik 6zelliklerini de kazandirir. Ek
olarak, spesifik p53 mutantlari, p53 etkilesimini sekillendirerek hiicresel yollar1 yeniden
diizenleyebilir ve kanserin ¢gogalmasini, gogiinii, metastazini destekleyebilir. (31, 48). Son
yillarda ortaya konan farkli hiicresel etkileriyle timor biiylimesi iizerindeki rolii p53’iin
onemini arttirmustir. Ornegin, p53 hiicresel metabolizmay1 diizenleyebilir ve hiicreleri
ferroptozla iligkili hiicre 6liimiine kars1 duyarli hale getirebilir (50, 51). p53 ayrica timor
gelisiminde kritik siire¢ler olan apoptoz, otofaji, hiicresel farklilagmasi ve kok hiicre
yenilenmesini de kontrol eder (48). Ilgili arastirmalar neticesinde p53 mutasyonu araciligiyla

degisebilen sinyal yolaklarin1 hedeflemek, etkin bir strateji gibi goriinmektedir.

Siklin Bagimh Kinaz inhibitorii p21

[lk olarak normal hiicrelerde siklin bagimli kinaz inhibitdrii (p21 WAF1/Cip1) olarak
hiicre dongiisii inhibitérii ve anti-proliferatif efektor olarak tanimlanan p21, 1994 yilinda

kesfedilmistir. Devaminda p21 nakavt modellere iliskin arastirmalarla bahsi gegen proteinin,
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p53 transkripsiyon faktorii aktivitesiyle birlikte hiicre dongiisiiniin durdurulmasindaki
etkinligi de ayrica vurgulanmistir (52). Hiicresel doniisimii uyaran temel diizenleme
mekanizmalardan biri, hiicre dongiisli kontrol noktalaridir. Siklin bagimli kinaz inhibitori
p21, farkli uyaranlara cevap olarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasini diizenler (53).
Kontrolsiiz ¢ogalmay1 onleyici sinyallerin hem sensorii hem de efektorii olarak islev

gorebilecek bir konumda yer almaktadir (54).

Fizyolojik sartlarda organizmanin hiicresel biitiinliigliniin kaybini izlemek ve bunlara
yanit vermek i¢in birden fazla kontrol noktasi mekanizmasi gelistirmistir. Kontrol noktalari
mevcut hatalar diizeltilene ya da gevre, genetik materyalin aslina uygun sekilde iletilmesine
izin verilene kadar hiicresel ilerlemeyi durdurmaktadir. Kontrol  noktasi
mekanizmalarindaki bozukluklar, genom biitiinliigiine zarar vererek tiimor proliferasyonunu
tesvik edebilir ve tedavinin etkinligini olumsuz seviyelerde etkileyebilir (54, 55). p53
proteini, farkli biiyiime faktorii inhibitorleri ya da apoptoz diizenleyici genlerin aktivasyonu
tizerinden DNA hasarinin uyardig1 kontrol noktalarina aracilik eder. Bunlar arasinda, 165
amino asitlik kiigiik protein p21, p53'e bagimh olarak Gi fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasina aracilik eder (50). Ek olarak, biyokimyasal ve genetik ¢caligmalardan elde edilen
onemli kanitlar, p21'in, klasik p53 timor baskilayict yolaktan bagimsiz olarak
antiproliferatif etki gosteren coklu tiimor baskilayici yolaklarin ana efektorii olarak da gorev
yapabildigini gostermektedir (34). Hiicre proliferasyonunu baskilamadaki etkin
fonksiyonuna, farklilagsmayi ve hiicresel yaslanmayi uyarma yetenegine ragmen, giincel
arastirmalarla p21'in belirli sartlarda tiimoér hiicre proliferasyonunu ve onkogenezisi
destekleyebilecegi de diisiiniilmektedir. Sonug olarak, farkli kanser tiirlerinde siklikla yanlis
diizenlenerek tiimor proliferasyonuna hizmet edebilen p21 ekspresyonu, sitoplazmadaki
veya cekirdekteki lokalizasyonuna ve hiicresel kosullara bagli olarak bir tiimor baskilayici

veya bir onkogen olarak gorev yapabilmektedir (52, 54).

Apoptoz ve Apoptotik Hiicre Oliimiine Diren¢

Apoptoz kendini yok etmek lizere uyarilan hiicrenin farkli molekiiler ve fizyolojik
stirecleri baslattig1 bir olaydir. Apoptozun fizyolojik isleyisini, apoptoza yonlenen hiicrenin,
cevre hiicrelerle baglantisint kopararak bulundugu ortamdan uzaklasmasi, hiicre
kromatininin artmasi ve sonugta hiicrenin piknotik bir gériiniim almasi olarak siralayabiliriz.
Ancak unutulmamalidir ki bu fizyolojik siire¢ boyunca hiicre organelleri yapisal

biitiinliiklerini korur. Cekirdek kiigiiliir, pargalara ayrilir. Ayrica hiicre zarinda yer alan
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fosfatidil serinin, hiicre zarinin i¢ yiiziinden dis yiiziine transloke olmasi da apoptotik siirecin
basladiginin gostergesi olarak kabul edilir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar,

apoptotik cisimciklere ayrilir ve apoptotik hiicre 6liim siireci tamamlanir (60).

Programli hiicre 6liim tiirleri arasinda yer alan apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik
diizenleyiciler aracili kontrol edilen bir siiregtir. Apoptoz, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
protein seviyeleri arasindaki dengenin yoniine gore diizenlenir (56). B hiicre lenfoma- 2
(Bcl-2), ailesinin tiyelerinden Bcl-2 iliskili X (Bax) ve Bcl-2 antagonist 6ldiiriicii (Bak) pro-
apoptotik proteinler arasinda yer alirken, Bcl-2, B-hiicre lenfoma-extra large (Bcl-XL) ve
indiiklenmis miyeloid 16semi-1 (Mcl-1) anti-apoptotik proteinler arasinda yer alir. Apoptotik
stireg, biri hiicre dis1 6liime neden olan sinyalleri (6rnegin Fas ligandi/Fas reseptdriinii igeren
ekstrinsik apoptotik program) alan ve isleyen, digeri ise hiicre i¢i sinyalleri (genotoksisite,
ER stresi, mitokondriyal hasar vs) algilayan ve biitiinlestiren iki ana yolaga ayrilir. Her iki
apoptotik yolagin ortak noktalari ise kaspaz aktivasyonunun apoptotik yolaklardaki
diizenleyici roliidiir. Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolda gorevli kaspaz 3 (Cas-3) de dahil
olmak {lizere apoptozda gorevli toplamda 14 kaspaz molekiilii bulunmaktadir (57). Soz
konusu siirecler gizli bir proteazin (sirasiyla kaspaz 8 ve 9) aktive olmasiyla sonlanir. Aktive
olan proteazlar, hiicrenin kademeli olarak parcalara ayrildig1 ve daha sonra fagositik hiicreler
tarafindan tiiketildigi, apoptozun baslangic ve ilerleme asamalarindan sorumlu, efektor
kaspazlar igeren proteoliz kaskadini uyarir. Yapilan arastirmalara gore intrinsik apoptoz

kanser proliferasyonunun baskilanmasinda daha etkin goriinmektedir (58).

B hiicre lenfoma-2 protein ailesinin en yakin akrabalar1 olan Bcl-xL, indiiklenmis
Mcl-1 apoptoz inhibitérleridir ve genelde iki pro-apoptotik tetikleyici proteine (Bax ve Bak)
baglanarak inhibe etki gosterirler (59). Anti-apoptotik akrabalari tarafindan inhibe durumda
olan Bax ve Bak proteinler, uyaranlarina bagli olarak serbest kaldiklarinda dis mitokondriyal
zarim biitiinliigiinii bozarak, pro-apoptotik sinyal proteini sitokrom ¢ salinimini baglatirlar.
Serbest kalan sitokrom c¢, apoptotik ¢oklu hiicresel degisiklikleri indiiklemek iizere
proteolitik kaspaz dizisini aktive eder (Sekil 2) (61). Bax ve Bak, fiziksel etkilesimlerine
aracilik eden anti-apoptotik Bcl-2 benzeri proteinlerle Bcl-2 homolog 3 (BH3) motifleri
olarak adlandirilan protein-protein etkilesim alanlarini paylasir (31). BH3 motifi iceren ilgili
proteinler, ¢esitli hiicresel anomali sensorleriyle etkilestiginde ya anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerine miidahale ederek ya da bu ailenin pro-apoptotik iiyelerini dogrudan uyararak

etkilerini gosterirler (58).
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Oliim reseptor ligand: Hiicre membrani
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Sekil 2. Apoptoz hiicre yolaklar1 (Guerin’den, 61)

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin aydinlatilmasi, timorogenezis sirasinda,
antikanser tedavinin bir sonucu olarak ya da fizyolojik strese yanit olarak apoptozun nasil
tetiklendigini ortaya ¢ikardi (31). Tiimoral gelisim penceresinden degerlendirildiginde
apoptoz yliksek seviyelerde onkogen sinyalizasyonu ve hiper proliferasyonla iliskili DNA
hasarinin sonucudur (46). Bununla birlikte yapilan arastirmalar, ileri derece malignite ve
tedaviye diren¢ gostermeyi basaran tiimorlerde apoptozun nasil zayiflatildigi iizerine
yogunlagsmaktadir. Apoptozu tetikleyen hiicresel kosullar aragtirilmaya devam ediyorsa da
timor gelisiminde kilit rol oynayan birka¢ anomali sensorii tantmlanmistir (31). En dikkate
deger olani, p53 tlimor baskilayict araciligiyla iglev goren DNA hasar sensortidiir (48). p53,
BH3 proteinleri BH3 proteinleri Forbol-12-miristat-13-asetat (Noxa) ve apoptotik p53
aktivator diizenleyici (Puma) ekspresyonlarini up regiile ederek apoptozu indiikler ve bunu

onemli seviyelerde DNA kirilmalarina ve diger kromozomal anomalilere yanit olarak yapar
(49).

Timor hiicreleri, apoptozu smirlandirmak ya da apoptozdan kaginmak amaciyla
farkl: stratejiler gelistirmislerdir. S6z konusu stratejiler arasinda, apoptozu indiikleyen kritik

hasar sensorii p53 tiimor baskilayici gen fonksiyonunun kaybi en yaygin olamdir (48). Ote
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yandan tiimor hiicreleri, anti-apoptotik diizenleyicilerin (Bcl-2, Bcl-xL) ya da hayatta kalim
uyaranlarinin ekspresyonunu artirarak yahut pro-apoptotik faktorlerin [Bax, Bcl-2 benzeri
protein 11 (Bim), Puma] aktivasyonunu baskilayarak da apoptozdan kagabilirler (31, 58).
Apoptozdan kaginma mekanizmalarinin ¢esitliligi, timor hiicresi popiilasyonlarinin malign
duruma evrimleri esnasinda fazla sayida apoptoz uyarim sinyalleriyle karsilastigini
yansitmaktadir. Apoptotik mekanizmanin yapisi ve kanser hiicrelerinin eylemlerinden
kacinmak i¢in kullandiklar1 stratejiler, son on yildan bu yana dikkatleri iizerine ¢eken bir
konu olmustur (46). Bu anlamda dikkate deger kavramsal ilerlemeler, kansere kars1 bir engel
olarak programlanmis hiicre Oliimiiniin kapsamini genisleterek diger hiicre 6liim

mekanizmalar1 {izerine dikkatleri toplamistir.

Otofaji ve Otofajik Hiicre Oliimiine Direnc

Otofaji, hiicresel homeostazi diizenleyen; hiicre i¢indeki proteinlerin, organellerin
parcalanmasi ve geri doniislimiinde rol oynayan kontrollii lizozomal hiicresel 6lim
yolagidir. Amino asit yoksunlugu, serum aglig1 ve biiyiime faktorii yoksunlugu, hipoksi,
cesitli kimyasallara maruz kalma gibi stres kosullart dahil olmak iizere bir dizi uyaran sonucu
otofajiyi aktive etme kapasitesine sahiptir. Mayadaki genetik ¢aligmalar, otofajiyle iligkili
genlerin (Atg) kesfini saglayarak, otofajik siirecin molekiiler sinyal yolunun ayrintilarini

aydinlatt1 (62).

Bir dizi otofajik uyarim sinyalinin baglatilmasindan ve iletilmesinden sorumlu olan
memeli hedefli rapamisin (mTOR), evrimsel olarak korunmus serin/treonin kinazdir. mTOR
kompleksleri, anabolik ve katabolik siirecleri koordine ederek hiicresel enerji homeostazisini
diizenleyen sinyal yollarinin entegrasyonunda kritik bir kavsak olusturur (63). Otofaji,
hiicresel enerji ve ATP diizeylerini algilayarak aktive olan AMP ile aktiflestirilen protein
kinaz (AMPK) tarafindan uyarilir. ATP konsantrasyonunun azalmasiyla beraber AMPK,
ADP veya ATP ile dogrudan etkileserek aktive olur. AMPK ve mTOR aktivitesi arasinda
capraz diizenleme gerceklesmektedir. ATP/ADP oraninin azalmas1t AMPK'yi aktive ederken
bu aktivasyon tiiberoz skleroz kompleks protein-2 (TSC2) ve mTOR iligkili diizenleyici
proteinin (RAPTOR) fosforilasyonuna bagli olarak mTOR'un inhibisyonu ile otofajiyi
aktive edebilir. Ayrica besin yoksunluguna yanit olarak mTOR1, mayada otofaji diizenleyici
serin/treonin kinaz Atgl in memeli homologu Unc 51 benzeri otofaji aktive edici kinaz
(ULK1/2) kompleksinden ayrilarak aktive edilir ve bu da fosfoinositol 3 kinaz (PI3K) yolagi
tizerinden otofajiyi aktive edebilmektedir (Sekil 3) (62).
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Otofajik membranlar PI3K kompleksi araciligiyla ¢ekirdeklenirler. PI3K ailesi iiyesi
vacuolar protein sorting 34 (VPS34), mayada otofaji diizenleyici gen, Atg6’nin memeli
ortologu olan BECN1 gen proteini (Beclin-1), BECN1 aktive edici- otofaji diizenleyici
protein-1 (AMBRA), gibi gesitli proteinler, fagofor olusumunda yeni diizenleyici proteinler
olarak tanimlanmaktalar. Beclin-1, membran ¢ekirdeklenmesinde gorevli temel proteinlerd
arasinda yer alir ve Bcl-2 ile etkilesimi, otofajiyi engeller (64). Tersine, bu etkilesimin
bozulmasi Beclin-1'in lipid kinaz VPS34'e baglanmasin1 ve membran ¢ekirdeklenmesini

desteklemesini saglar (65).

Memeli hiicrelerinde fagofor membranlarin gelisimi, trans-Golgi ve ge¢ endozomlar
gibi sitozolik membran yapilariyla denge icerisinde ve ilk olarak da ER' den baglamaktadir
(66). Atgl kinaz aktivitesi, Atgl3 ve Atgl7 ile kompleks iginde, biiyiiyen fagofora lipid
alimini tegvik eden Atg9 uyarimini diizenler. Konjuge Atg5-Atgl2 kompleksleri, genisleyen
fagoforla birlesen multimerik bir Atg5-Atgl2-Atgl6L kompleksi olugturmak tizere Atgl6L
dimerleriyle ¢iftler halinde birlesir (62). Atg5-Atgl2 konjugasyonuyla beraber otofajinin
aktivasyonundan bagimsiz olarak, otofagozom olusumuyla, Atg5-Atgl2-Atgl6L
membrandan ayrigir (Sekil 3). Bu durum konjuge Atg5 Atgl2'yi nispeten zayif bir otofaji
belirteci haline getirir (65, 67).

Otofagozom olusurken Atg5-Atgl2 konjugasyon adiminda ve hafif zincir 3 (LC3)
isleme adiminda otofajik anahtar roliinde iki ubikuitin benzeri sistem vardir. Bu sistemlerden
ilkinde, bir E1 ubikuitin aktive edici enzim gibi davranan Atg7, karboksiterminal glisin
kalintisina baglanarak Atgl2'yi ATP'ye bagimli bir sekilde aktive eder. Atg12, Atg5'in lizin
kalintisina kovalent baglanarak kompleks olusturur (64). Ikinci ubikuitin benzeri sistem,
Atg8 tarafindan kodlanan mikrotiibiille iligkili protein LC3 islenmesidir. LC3-1, pek ¢ok
hiicre tlirinde, otofajinin uyarilmasiyla LC3-11'1 olusturmak hedefli bir sistein proteaz olan
Atg4 aracili sitozolik protein olarak eksprese edilir (62). Atgd'e bagh boliinmeyle meydana
gelen karboksiterminal glisin, Atg12 {izerinde Atg7 araciligiyla beraber ATP bagimli olarak
aktive olur. Uyarillan LC3-I, islenmis LC3-II'yi meydana getirmek iizere,
fosfatidiletanolamin (PE) karboksil glisine konjuge olmadan evvel bir tasiyici protein olan
Atg3'e aktarilir (68). LC3-II'nin biiyliyen fagofora alimi ve entegrasyonu Atg5-Atgl2'ye
baghdir. LC3-II, otofagozomun hem i¢ hem de dis yiizeyinde yer alir; burada hem
membranlarin hemifiizyonunda hem de bozunma i¢in kargo segiminde etkilidir. Otofaji

sirasinda LC3'lin sentezi ve islenmesi artar, bu da onu hiicrelerdeki otofaji seviyelerinin
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Oonemli bir gostergesi haline getirir (69). LC3 iliskili molekiillerin otofajik hiicre dliimiindeki
ehemmiyeti tamamen aydinlatilamamis olsa da protein-protein etkilesimlerindeki
farkliliklar1 ve molekiillerin otofagozomlarla toplanmasi i¢in hangi kargo molekiillerin

secilecegini belirleyebilecegi diistiniilmektedir (62).

Otofagozom membraninin olusumundan sonra otofajik vezikiiller par¢alanmak iizere
lizozomlara taginir. Otofagozomla iliskili LC3 proteinleri, flizyondan 6nce elimine edilir ve
geri donustirilir (68). Son evrede, otolizozomal kargonun, lizozomal proteazlarla
parcalandigi otofagozom- lizozom filizyonu meydana gelir. Kargo molekiillerin
parcalanmasi ile serbestlesen amino asitler, yag asitleri gibi monomerler farkli metabolik

islemlerde yeniden kullanilmak hedefli sitozole yonlendirilir (66).

Otofajinin baglamasi

Otofagozom-lizozom Lizozom
Otofagozom fuzyonu ‘
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Sekil 3. Otofaji hiicre 6liim mekanizmasi (Darcy’den, 67)

Otofaji, apoptoz gibi hiicrelerde fizyolojik sartlarda bazal seviyelerde isleyen, ancak
basta besin eksikligi olmak tizere belirli hiicresel stres durumlarinda indiiklenebilen hiicresel
yanit1 temsil eder (31). Otofajik yolakta otofagozom olarak adlandirilan hiicre i¢i vezikiiller,
hiicre i¢i organelleri sarar, lizozomlarla birlesir ve olusan otofagozomal icerik bozunmaya
ugrar. Kanser hiicreleri otofaji ile besin yoksunlugunun olusturdugu hiicresel strese karsi sag
kalimlarin1 destekleyeni diisiik molekiiler agirlikli metabolitler tiretebilmektedirler (70). Bir

paradoks olarak, baz1 sitotoksik ilaglar, radyoterapi ya da besin agligi gibi stres faktorleri
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kanser hiicreleri i¢in goriiniiste sitoprotektif olan otofajiye neden olabilir. Bu durum strese
giren kanser hiicrelerinin otofaji aracili geri doniistimlii uyku durumuna gegmesine neden
olmaktadir (66). S6z konusu sag kalim tepkisi, gii¢lii antitiimoéral ajanlarla tedavinin
ardindan baz1 geg evre kanser tiirlerinin kaliciligini ve nihai olarak tekrarli proliferasyonunu

saglayabilmektedir.
2.1.1.6. Immiin Cevaptan Kacinma

Immiin sistemin baslangic evresindeki neoplazilerin, ge¢ evre tiimorlerin ve
metastazlarin gelisimine, ilerlemesine ya da yok edilmesine direncte oynadigi rol, timor
gelisimini kapsayan ve hala ¢oziilememis bir problem olarak 6nem tagimaktadir. Uzun
stiredir giincel literatiire konu olan bagisiklik gézetimi teorisine gore, hiicreler ve dokular
stirekli tetikte olan bir bagisiklik sistemi tarafindan izlenip, yeni baslayan kanser hiicrelerinin
ve gelismekte olan tiimérlerin taninarak, devam eden siiregte ortadan kaldirilirlar (31).
Ancak gelisen solid tiimorler, bagisiklik sisteminin farkli kollar1 tarafindan yakalanmamay1
basarmaktalar ya da immiinolojik olarak yok edilmekten kurtulabilmektedirler. Kanser
immiinolojisine iliskin tartigmalar, tiimor- konak¢1 immiinolojik etkilesimi etrafinda
toplanmaktadir. Ciinkii immiinojenik kanser hiicrelerinin kendilerini ortadan kaldirmay:
hedefleyen bagisiklik sistemi elemanlarin1 devre disi birakarak immiin tahribatindan

kaginabildigi yolaklar gizemini hala korumaktadir (71, 39).
2.1.1.7. invazyon ve Metastaz

Gilinlimiizde kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz mekanizmalari biiyiik oranda
aydinlatilmistir. Kanser hiicrelerinin invaziv evreden metastatik evreye gecinceye kadar
hiicrede gerceklesen adimlar; 1. Kanser hiicrelerinin yapismasi ve ayrilmasinda azalma, 2.
Bazal membranin bozulmasi, 3. Kanser hiicresi hareketinin ve stromal infiltrasyonun
kazamlmast, 4. Intravazasyon, 5. Damar ici go¢, 6. Ekstravazasyon, 7. Metastatik odaklarda

kanser hiicresi biiyiimesi olarak siralanabilir (39).

Invazyon ve metastaz siireci, lokal doku istilasi ile baslayarak, devaminda timér
hiicrelerinin yakindaki lenfatik ve kan damarlarina niifuz etmesi, kanser hiicrelerinin lenfatik
ve vaskiiler sistemlerdeki yolculugu ve ardindan s6z konusu tiimor hiicrelerinin hiicre
liimenlerinden kagis1 ile baslayan sirali bir siirectir (31). Bir dizi biyolojik hiicre degisimi ile
damarlarin uzak doku parankimine yayilmasi ekstravazasyon, kiiciik kanser hiicresi
nodiillerinin olugsmast mikrometastaz ve son olarak mikrometastatik lezyonlarin
makroskobik tiimérlere déniismesi kolonizasyon olarak adlandiriimaktadir. Invazyon ve
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metastaik gelisim bakimmdan degerlendirildiginde E-kaderin, endotelyal mezensimal gegis
(EMT) ve ekstraselliiler matriks (ECM) elemanlarinin molekiiler diizenlenmeleri ayr1 bir

onem teskil etmektedir (39).
2.1.1.8. Anjiyogenez

Timorler, diger fizyolojik dokular gibi oksijen ve besin teminlerinin yani sira
metabolik atiklar1 ve karbondioksiti uzaklastirmak zorundadirlar Anjiyogenez siireci
tarafindan tiretilen, tiimorle iligkili yeni damar olusumlar1 bu ihtiyaclar1 karsilarlar (31).
Anjiyogenez ve lenfatik anjiyogenez (yeni lenfatik damarlarin c¢ogalmasi), kanser
hiicrelerinin biiylimesi, invazyonu ve metastazi i¢in gereklidir (72). Kronik olarak aktive
edilmis anjiyogenez ve pro-anjiyogenik sinyallerin dengesiz diizenlenmesi nedeniyle,
timoral kan damarlan tipik olarak anormaldir. Bu olusumlar, erken gelismis kilcal
filizlenme, mikro kanama, bozuk ve geniglemis damarlar, diizensiz kan akisi, kivrimli ve
asirt damar dallanmasi, anormal endotel hiicre proliferasyonu ve apoptotik direng ile
karakterizedirler (73).

Anjiyogenik gecis, anjiyogenezi indiikleyen ya da baskilayan dengeleyici faktorler
tarafindan yonetilmektedir. Bahsi gecen anjiyogenik diizenleyicilerden bazilari, vaskiiler
endotel hiicreleri tarafindan uyarici ya da inhibe edici hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanan
sinyal molekiilleridir (74). Anjiyogenez uyaranlarinin veya inhibitorlerinin iyi taninan
prototipleri; vaskiiler endotelyal biiytime faktorleri (VEGF-A/B/C/D) ve trombospondin-1
olarak siralanabilmektedir (31). VEGF geni, embriyonik ve dogum sonrasi gelisim sirasinda,
endotel hiicrelerin homeostatik olarak sag kalimi, yetiskinlerde fizyolojik ve patolojik
durumlarda yeni kan damar1 gelisiminde gorevli ligandlar1 kodlar. Ug reseptdr tirozin kinaz
(VEGFR-1/2/3) araciligiyla VEGF sinyalleri, sz konusu karmasik amaci yansitacak
diizeylerde diizenlenir. (72). Tiimoér hiicrelerinde VEGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
platelet kokenli bitylime faktorii (PDGF-p), doniistiiriicii bitylime faktori (TGF-) gibi pro-
anjiyogenik faktorler ve matriks metaloproteinazlar (MMP), anjiyogenez ve metastazi tesvik

ederek timor proliferasyonuna hizmet eden elemanlar olarak da bilinmektedirler (75).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGFE)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, ilk kez 1983 yilinda kesfedilen ve memeliler
arasinda yiiksek oranda korunan, 40-45 kDa agirliginda dimerik, sistein agisindan zengin bir
proteindir. Tiimor doku vaskiiler damarlarinin gegirgenligini arttirdigir ve asit ortam
olusumunu tesvik ettigi yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. 1989 yilinda VEGF proteini
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ilk kez izole edildi ve anjiyogenez siirecindeki rolii belirlendi (76). Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii ailesi, VEGF (VEGF-A olarak da anilir), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
plasental biiylime faktorii olmak {izere bes proteinden olusur. Anjiyogenezin en giicli
indiikleyicilerinden biri olan VEGF, baslangigta vaskiiler gecirgenlik faktorii olarak

tanimlamugtir (73).

Kanser gelisiminde VEGF, tiimor hiicreleri ve mikrogevreyi teskil eden stroma
aracili iretilir ve salgilanir. Timor proliferasyonu, artan damar yogunlugu, invazivlik,
metastaz ve timoriin tekrarlamasi ile karakterizedir (77). Hipoksik ortamda VEGF
ekspresyonu artar ve endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilen VEGFR-2 aktivasyonu

yoluyla kan damar1 olusumunu diizenler (78).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, reseptoriine (VEGFR 1/2/3) baglanarak timor
anjiyogenezini diizenler ve hiicre i¢i sinyal yollarmi aktive eder. VEGF reseptorii li¢
bolgeden olugmaktadir; hiicre dis1 VEGF baglama alani, transmembran alan ve hiicre i¢i alan
(tirozin aktivasyon alani). VEGF, VEGFR' nin hiicre igi tirozin kalintilarini fosforillemek
tizere hiicre dig1 alana baglanir ve hiicre i¢i sinyal yollaklarini aktive eder (73, 77). VEGFR-
1 ve VEGFR-2 agirlikli olarak vaskiiler endotel hiicrelerle birlikte makrofajlar ve timor
hiicrelerinde eksprese edilirken, VEGFR3 endotelyal lenfositlerde yiiksek diizeyde eksprese
edilir (2). Endotelyal hiicrelerin tiimdr anjiyogenezindeki rolii, endotelyal hiicre
sinyalizasyonunun diizenlenmesi, timor anjiyogenezi ve gelisimi agisindan ayri bir oneme
sahiptir. Endotel hiicre gogii, tiimor anjiyogeneziSinde bir dnkosul olarak kabul gormektedir.
VEGF, VEGFR2 araciligiyla aktivasyonu, hiicrenin hayatta kalmasi, proliferasyonu,
migrasyonu, invazyonu, vaskiiler gecirgenligi ve vaskiiler inflamasyonu gibi spesifik

endotelyal yanitlara yol agan ¢esitli sinyal yolaklarini uyarir (76, 78).

Matriks Metalloproteinazlar

Kanser arastirmalari temel olarak tiimér mikrocevresinde asir1 eksprese edilen
molekiillere ve bunlarin kanser hiicresi ilerlemesine yardimci oldugu siirece
odaklanmaktadir. ECM’nin tiimér proliferasyonunda sahip oldugu rol bilinmektedir. Timor
hiicreleriyle ECM bileseni arasindaki etkilesim, karsinogenez ve hiicre transformasyonu igin
esastir (79). Kanser tiirlerinde yiiksek seviyelerde ekspre edilen MMP’ler, kanser gelisiminin
her asamasinda yer almaktadirlar (75). Timor hiicreleri, MMP ekspresyonunu uyaran

biiyiime faktorleri, interlokinler ve interferonlar gibi farkli molekiilleri de salgilarlar (80).
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Matriks metalloproteinazlar 20'den fazla farkli iiyesi olan Cu*2 bagimli endopeptidaz
ailesidir. MMP ailesi jelatinazlar, kollajenazlar, stromelizinler, matrilizinler ve membran tipi
MMP iiyeleri olarak simiflandirilabilirler (73). Bilhassa tiimor hiicre invazyonu ve
metastazinda hayati role sahip MMP-9, en ¢ok arastirilan aile tiyeleri arasindadir. MMP-2
ile beraber MMP-9, MMP ailesinin jelatinaz sinifinda yer almaktadir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve otoimmiin hastaliklarla birlikte pek c¢ok hastaligin
patolojisiyle iliskilendirilen MMP-9’un, farkli malign tiimorlerde asir1 ekspre oldugu
bilinmektedir (73, 81). MMP-9, farkli kanser tiirleri ve diger bazi hastaliklar i¢in 6nemli bir
hedef oldugundan, terapilerde bu proteazi hedeflemek yiiksek degere sahiptir. Bu amacla
MMP-9 inhibitoriiniin gelistirilmesi giiniimiizde 6nemli bir arastirma alanidir. Buradan
hareketle pek ¢ok ¢alisma, MMP-9'un farkli kanser tiirlerinde biyobelirte¢ olabilirligi
lizerinde yogunlasmaktadir. Ote yandan bu proteini tespit etmek amaciyla farkli MMP-9

biyosensorleri gelistirilmistir (80).

Matriks metalloproteinaz-9’un substratlar1 arasinda jelatin, kolajen ve elastini yer
almaktadir. MMP-9, ECM'in yeniden sekillenmesini diizenlemek amaciyla proteolitik
boliinme ile pek ok ECM proteinini pargalayabilir. Ayrica bazi plazma membran proteinleri
de MMP-9'un hedefleri arasindadir (82). ECM' nin yeniden sekillenmesi ve membran protein
yapilarmin boliinmesindeki rolleriyle MMP-9 tiimor patolojisinde ayr1 bir 6neme sahiptir
(80). Literatirde MMP-9'un tiimor mikro ortamina aracilik ederek, timor hiicre
invazyonunda, metastazinda ve anjiyogenezinde rol oynadigi belirtilmektedir. Ayrica kolon
ve meme kanserlerinde sag kalim oranlarinin azalmasi ve metastaz ile iliskili olarak MMP-
9’un asir1 ekspresyonu sorumlu tutulmaktadir. MMP-9'un akciger metastazi sirasinda VEGF
tarafindan  indiiklenebilecegi, MMP-9 ekspresyonunun azalmasiyla metastazin
baskilanabilecegi ortaya konmustur (75, 82). MMP-9, ECM'nin fiziksel bariyerinin
parg¢alanmasi yoluyla metastazi tesvik eder (82). MMP-9, metastaz i¢in gerekli olan jelatin
ve tip IV, V, XI ve XVI kollajenlerinin bozulmasina neden olur. Ayrica MMP-9 un tip IV
kollajenin yikimimi uyararak invazyona katki sagladigi da rapor edilmektedir. Buradan
hareketle MMP-9 inhibitdrlerinin metastatik aktivitenin baskilanmasinda etkili olabilecegi
distintilmektedir (73, 83).

2.1.1.9. Yaslanma
Onkogen etkisine iligkin ilk ¢alismalar, bu tiir genlerin giderek artan ifadesinin ve

protein ekspresyonlarinda ortaya ¢ikan sinyallerin, kanser hiicresi ¢ogalmasinin ve
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dolayistyla tiimor biiylimesinin artmasina yol agacagi fikrini ortaya koymakla beraber, son
donem arastirmalar, onkoproteinlerin asir1 ekspresyonunun, &zellikle hiicre yaslanmast
ve/veya apoptozun indiiklenmesi gibi hiicrelerden karsi tepkileri tetikleyebileceginden, bu
diisiinceyi zayiflatmistir (84). Ornegin, guanin-niikleotit bagli bir onkoprotein olan rat
sarcoma viriis (RAS)’1 yiiksek seviyelerde eksprese eden kiiltliirlenmis hiicreler, yaslanma
ad1 verilen ve proliferatif olmayan siirece girerek, bazal seviyede metabolik aktiviteyle
yasamlarma devam edebilirler. S6z konusu durumun aksine, bu proteinin daha diisiik
seviyelerdeki ekspresyonuna sahip hiicreler yaslanmayi Onleyerek cogalabilirler (31).
Paradoksal olarak s6z konusu tepkilere gore, tiimor hiicrelerinde onkogenik sinyalizasyonun
goreceli yogunlugu, mitojenik uyart ile bu antiproliferatif savunmalardan kaginma
mekanizmalar1 arasindaki dengeyi olusturmaktadir (31, 85). Genel olarak farkli kanser
hiicreleri, yaslanmay1 veya apoptozu tetikleyen etkenleri devre disi1 birakarak yliksek

diizeyde onkogenik sinyallemeye uyum saglayabilmektedirler.
2.1.1.10. Genomik Kararsizhk

Tiimoriin farkli ayirt edici ozelliklerini kazanmasi, biiyiik olgiide neoplastik
hiicrelerin genomlarindaki bir dizi degisiklige baglidir. Genom kararsizligi, farkli timor
tiirleri arasinda degisiklik goOsterebiliyorsa da insan tiimorlerinde belgelenmis olan ¢ok
sayida genom bakim ve onarim kusuru, gen kopya sayis1 ve niikleotit dizi degisimleri
genomik istikrarsizligin, insan kanser hiicrelerinin dogasini olusturdugunu gostermektedir
(86). Bu durum 6zellikle genom onarimindaki kusurlarin, kanser hiicreleri i¢in segici olarak
avantajli oldugu ve tliimdriin ilerlemesi i¢in araci oldugu sonucuna gotiirmektedir. Ciinkii
evrim geciren premalign hiicrelerin uygun genotipleri biriktirme hizini arttirmaktadir (86,
31). Ote yandan tiimér hiicreleri, normalde genomik biitiinliigii korunan, ancak genetik hasar
gdérmiis hiicrelerin yaglanmaya veya apoptoza yonlendirilmesini uyaran sistemleri de devre
dis1 birakarak ilgili mutasyonlarin birikimini hizlandirilabilirler (31). Bu nedenle genom
istikrarsizli@il, ayirt edici Ozelliklerin kazanilmasiyla nedensel olarak iligkili olan

etkinlestirici bir 6zelliktir.
2.1.1.11. Hiicresel Metabolizmanin Yeniden Diizenlenmesi

Kanserin 6zlinli temsil eden kronik ve kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi, hiicre
proliferasyonunu ve boliinmesini hizlandirmak amaciyla enerji metabolizmasinin ilgili
diizenlemelerini de kapsar (31). Aerobik kosullar altinda, normal hiicreler glukozu kullanir.

Sitozolde glikoliz yoluyla piruvata ve ardindan mitokondride karbondioksite indirgenen
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glukoz, anaerobik kosullar altinda sadece piriivata kadar indirgenerek laktik asite
dontstiirtliir (87). Aksine hizli prolifere olan tiimor hiicreleri, bir molekiil glukozdan elde
edilecek ATP miktarinin aerobik glikolizle karsilastirildiginda 18 kat daha diisiik
verimlilikte olmasina ragmen, glukozu aerobik ortamda dahi laktata dontistiirmektedirler.
"Warburg Etkisi" olarak adlandirilan bu etki, artan glukoz alimi1 sayesinde niikleozitlerin ve
aminoasitlerin iiretimine katki saglamakta ve enerji iiretimi i¢in hizli bir yol olusturmaktadir.
Artan glukoz alimi ve katabolizmanin laktat yoniine kaymasinin, tiimor hiicrelerinin
biyokiitle birikimini destekleme ve prolifere olan hiicrelerde redoks dengesinin korunmasina
yonelik oldugu diisiintilmektedir (76). Glukoz metabolizmasinin bu sekilde yonlendirilmesi,
spesifik glukoz membran tasiyicilart (GLUT-1), laktat tasiyicilar1 ve glukozun laktata
donilismesinde gorev alan sorumlu enzimlerin artist ile saglandigi bilinmektedir. Teoriyi
dogrulayacak sekilde glukoz aliminin ve kullaniminin bir¢ok insan tiimor tipinde belirgin
bir sekilde arttigr belgelenmistir. Ayrica GLUT-1'in asir1 ekspresyonunun ilag direncini

uyararak kotli prognoza neden oldugu da ayrica belirtilmektedir (87).

Kanser hiicreleri glikolitik yakiti, onkogenlerin (6rn. Ras, Myc) aktivasyonu, timor
baskilayici genlerin mutasyonu, hiicre proliferasyonu, sitostatik kontrollerden ve hiicre 6liim
mekanizmalarindan kaginmak amaciyla kullanirlar. Glikolize olan bu bagimlilik, bir¢cok
timorde faaliyet gosteren hipoksik kosullar altinda artis gdstermektedir. Hipoksiye yanit,
glukoz tasiyicilarimi ve glikolitik yolun ¢oklu enzimlerini up regiile ederek gelisir (31, 88).
Bu nedenle hipoksik kosullarla birlikte onkogenler (bilhassa Ras onkogeni), hipoksiyle
uyarilabilir faktor-1/2 o (HIF-1a/HIF-2a) transkripsiyon faktorlerinin seviyelerini artirarak
glikolizi hizlandirabilirler (89). Bir baska hipoteze gore artan glikoliz hizi, glikolitik ara
tiriinlerin, niikleozid ve amino asit iireten yolaklar da dahil olmak iizere biyosentetik yollara
sapmasina izin verir. BOylece yeni hiicrelerin bir araya getirilmesi i¢in gerekli olan
makromolekiillerin ve organellerin biyosentezini kolaylastirir (90). Bu hipotez Warburg
benzeri metabolizmanin hizla boliinen, aktif hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan biiyiik
Olcekli biyosentetik programlarin diizenlenmesinde rolii oldugunu desteklemektedir.
Yeniden programlanmis enerji metabolizmasi ortaya ¢ikan bir ayirt edici 6zellik olarak
tanimlanabilir. Bu durum kanser hiicrelerinde metabolik yeniden diizenlenmenin énemine
dikkat cekerken, temel ayirt edici Ozelliklerden islevsel bagimsizligin1 da ortaya

koymaktadir (31, 87).
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2.1.1.12. Plastisite

Neoplastik hiicrelerin ayr1 bir fenotipik alt sinifi olan kanser kok hiicreleri (CSC)
tiimor proliferasyonu ve karakteristik Ozellikleri bakimindan ayr1 bir 6neme sahiptir.
Giderek artan sayida insan tiimoriinlin, kanser kok hiicrelerinin 6zelliklerine sahip alt
poplilasyonlar icerdigi yapilan ¢aligmalarla rapor edilmistir (31). Buradan hareketle tiimor
dokuda igleyen fenotipik plastisitenin, CSC'ler ve CSC olmayanlar arasinda 6zellikle kanser
kok hiicrelerinin dinamik varyasyonuna dayali ¢ift yonlii bir doniisiim yolagi baslatmasi
olasidir (86). Timor heterojenitesinin bu yeni boyutuyla kanser terapilerinde basari
ylizdelerinin artacagi asikardir. Timdrlerde CSC' erin ve biyolojik plastisitenin kesfi, bir
timor icindeki tek c¢esit ve genetik olarak homojen hiicre popiilasyonunun,
mikrocevrelerindeki farkli hiicrelerin varli§i nedeniyle fenotipik olarak heterojen
olabilecegini gdstermektedir (91). Artan kanitlarla farkl tiimor tiplerinde CSC plastisite
ozelliklerine sahip hiicrelerin yaygin olarak kullanilan kemoterapotiklere direng ve

niiksetme gibi malign 6zelliklerin temelini olusturdugu bilinmektedir (92).
2.1.1.13. Tiimér Gelisimini Uyaran inflamasyon

Inflamasyon, organizmaya yabanci alerjenlere, patojenlere ve viriislere de dahil karsi
verilen fizyolojik ve hiicresel mekanizmalar biitlinlidiir. Son arastirmalar, inflamasyonun,
diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, g6z bozukluklari, artrit, obezite, otoimmiin
hastaliklar ve inflamatuar bagirsak hastaligi dahil olmak tizere ¢esitli kronik hastaliklarin

ilerlemesinde 6nemli bir faktor oldugunu ortaya koymustur (93).

Inflamatuar hiicreler (makrofajlar, dogal 6ldiiriicii hiicreler, dentritik hiicreler, T ve
B hiicreleri), tiimori tesvik eden sitokinler iireterek kanserin gelisimini, ilerlemesini ve
metastazin1 tesvik ederler. Inflamasyon, biiyliimeyi, hayatta kalmayi, pro-anjiyogenik
faktorleri ve reaktif oksijen tiirlerini indiikleyerek tiimor mikrogevresini degistirebilir, ayrica
hiicre dig1 matrisi modifiye ederek anjiyogenezi, invazyonu ve metastazi tesvik edebilirler
(31). Arastirmacilar, baz1 tlimorlerin, bagisiklik sisteminin hem dogal hem de adaptif
kollarinin hiicrelerinin neoplastik olmayan dokulara yogun bir sekilde sizarak pro-
inflamatuar durumu yansittigin1 uzun zamandir kabul etmislerdir. Bagisiklik sisteminin
farkli hiicre tiplerini dogru bir sekilde tanimlamak icin daha iyi belirteclerin ortaya
cikmastyla birlikte, hemen hemen her neoplastik lezyonun, yalnizca hiicre tipine 0zgii
antikorlarla saptanabilen ince infiltrasyonlardan, belirgin olan biiyiik inflamasyonlara kadar

degisen yogunluklarda bagisiklik hiicrelerini igerir. (94). Tarihsel olarak, bu tiir bagisiklik
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tepkilerinin, biiyiik Slgiide, bagisiklik sisteminin, tiimorleri ortadan kaldirma girisimini

yansittig1 diistiniilmektedir (95).

Iki binli yillarda yapilan arastirmalarla, tiimérle iliskili inflamatuar tepkinin,
beklenmedik bir bigimde tiimorogenezi ve proliferasyonu arttiran paradoksal bir etkiye ve
yeni baslayan neoplazilerin ayirt edici yetenekler kazanmasina yardimci olduguna dair
ipuclart mevcuttur (31). Giiniimiize gelindiginde inflamasyon ve kanser patogenezi
arasindaki kesisme noktalarina iliskin arastirmalar inflamasyonun neoplastik ilerleme

tizerindeki tlimor tesvik edici etkilerini ortaya koymaktadir (94).

Inflamasyon tiimor mikrogevresinde, proliferatif sinyali siirdiiren biiyiime faktérleri,
(VEGF, EGF, PDGF, TGF- B, IGF-1 gibi) hiicre dliimiinii sinirlayan sag kalimi uyaran
mutasyonlart (p53/p21/RB gen mutasyonlari gibi), pro-anjiyogenik faktorler (MMP
enzimleri, VEGF gibi) anjiyogenez, invazyon ve metastazi kolaylastiran hiicre dis1 matrisi
degistiren enzimler/ biyoaktif molekiilleri [plazminojen aktivatér (PA), Katepsin B/D,
MMPs, Kollejenaz] uyararak ¢oklu ayirt edici 6zelliklere katkida bulunabilir (96). Daha da
onemlisi, inflamasyon bazi durumlarda neoplastik ilerlemenin en erken asamalarinda
belirgindir ve yeni baslayan neoplazilerin malign kanserlere donligmesini tesvik etme
yetenegine sahiptir. Ek olarak, inflamatuar hiicreler, yakindaki kanser hiicreleri igin aktif
olarak mutajenik olan kimyasallari, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerini agiga cikarabilir ve
genetik evrimlerini yiiksek malignite durumlarina dogru hizlandirir (95). Bu nedenle,

inflamasyon, temel ayirt edici 6zelliklerin kazanilmasinda karakteristik bir 6zellik olarak

kabul edilebilir.

Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

1986 yilinda, aktive olmus B hiicrelerinin immiinoglobulin kappa hafif zincirine
baglanan bir niikleer faktor olarak kesfedilen NF-kB, transkripsiyon faktoriidiir. Devam eden
caligmalarla, bu spesifik DNA baglanma aktivitesine sahip proteinlerin hemen hemen tiim
hiicre tiplerinde eksprese edildigi ve pek cok farkli islevlere sahip hedef geni diizenledigi
bulundu (97). Daha sonra yapilan arastirmalarla transkripsiyon faktorii NF-kB/Rel ailesinin;
p50, p52, p65 (Rel-A), c-Rel ve Rel-B proteinleri olmak {izere bes iiyeden olustugu ortaya
kondu. Bu protein ailesinin iiyeleri kendi aralarinda homodimer veya heterodimer yapilari
olusturmaktadir. Fizyolojik sartlarda hiicrelerde dimerler, NF-kB B inhibitor (IkB) ailesinin

inhibitér molekiillerine bagli formda beklemededirler. IkB inhibitor ailesi iiyeleri,
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transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma alanlart ile etkilesime girerek onlari

transkripsiyonel olarak inaktif halde tutarlar (98).

Yapilan arastirmalar neticesinde iki farkli NF-kB sinyal yolu oldugu ortaya
konmustur; 1. Patojenler ve inflamatuar aracilar tarafindan aktive edilen kanonik yol, 2)
hiicre i¢i gelisimsel sinyallerle [Tiimor nekroz faktor (TNF), B hiicre aktive faktor (BAF)
gibi] aktive olan kanonik olmayan yol. Kanonik yol aracili patojen uyaranlarla aktive olan
NF-kB'nin en yogun formu p65:p50 heterodimeridir. Uyaran siddetine bagli olarak p65'teki
dengesiz artis ve devaminda efektor molekiillerin transaktivasyonu, inflamatuar bagirsak
hastaligi, multipl skleroz, romatoid artrit ve nérodejeneratif hastaliklar basta olmak iizere,
birgok kronik patogenezin gelisiminden sorumludur. Bu sebeple, NF-kB p65 sinyal yolu,
timor  proliferasyonunun  durdurulmasini  hedefleyen ilag kesfi ve gelistirilmesi
arastirmalarinda 6nemli bir doniim noktasidir (97, 98). Kanonik aktivasyon sinyal yolaginin,
uyarilmasindan Toll benzeri reseptdrler (TLR'ler), Interldkin-1 reseptorii (IL-1R), timor
nekroz faktorii reseptorii (TNFR) ve antijen reseptorleri sorumludurlar. NF-xB
aktivasyonunun alternatif yolu olarak taninan kanonik olmayan sinyal yolag: ise B hiicre
aktivasyon faktorii, lenfotoksin B-reseptor, CD40 da dahil olmak {izere farkli reseptor

siiflart araciligiyla gergeklesir (97, 99).

Niikleer faktor kappa B transkripsiyon faktorii ailesi, inflamasyon, hiicresel stres,
hiicre farklilasmas1 veya ¢ogalmasi ve hiicre 6liim yolaklarinda énemli rollere sahiptir. Ote
yandan NF-kB, adezyon molekiilleri, transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorleri, hiicre ici
sinyal molekiilleri, sitokinler ve miRNA'lar gibi diizenleyicilerin farkli bilegenlerini igeren
karmagik geri bildirim devrelerinin hedef genlerini de diizenleyebilmektedir (97). Soz
konusu ozelliklerin yani1 sira NF-kB, tiimor proliferasyonu, invazyonu ve metastazinda
diizenleyici bir oyuncu olarak da bilinmektedir. Bilhassa tiimor proliferasyonunda NF-kB,
diger pek ¢ok sinyal molekiiliiyle kordine formda ¢alismaktadir. Sinyal yolaklarinda 6ne
cikan p53 ya da miRNA gibi baska transkripsiyon faktorleriyle de is birligi icerisindedir.
Mgili transkripsiyon faktdrleri ya dogrudan NF-xB dimerleriyle etkilesir ya da NF-xB’nin
hedef genlerini uyarir (98).

Oksidatif ya da fizyolojik strese yanit olarak kalitsal bagisiklik siire¢ olarak
tanimlanabilen inflamasyon, 6zellikle memelilerde korunan kanonik NF-kB sinyal yolaginin
uyarilarak aktive olmastyla yakindan iliskilidir (100). inflamasyon ve 6zellikle de NF-kB,

kanser gelisiminde iki ucu keskin bir role sahiptir. Bir yandan NF-xB aktivasyonu,
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transforme hiicreleri hedef alan ve ortadan kaldiran immiin savunmanin bir pargasiyken, ayni
zamanda NF-xB, pek ¢ok kanser tiiriinde ve timor gelisim evresinde aktive olarak
protiimorojenik fonksiyonlar1 da uyarabilir. Kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gosteren
immiin hiicrelerin yiiksek aktivite gostermeleriyle gelisen akut inflamatuar siireglerin
diizenlenmesinde NF-«kB aktivasyonu kagimilmazdir. immiin sistemin diizenlenmesinde
efektor rolde yer alan NF-kB’nin antitiimdrojenik fonksiyonlar1 arasinda tiimdr immiin
gbzetim sistemi ayr1 bir 6neme sahiptir. Ancak, timor proliferasyonuna karst bu immiin
gbzetim savunma sistemi, tiim anormal hiicreleri yok edebilecek kadar etkin degildir. Timor
inflamasyon siirecini antitiimdrojenik ve protiimorejenik dengenin siklikla timor lehine
kaydigi bir "kacis" asamasi izlemektedir. Bagisiklik sistemi bu asamada kanser
hiicrelerinden daha iyi performans gosterirler (97, 98). Inflamasyonun, 6zellikle de NF
kB'nin tiimor proliferasyonuna ve ilerleyisine olan katkisi karmasiktir. NF-kB hem immiin
yanitt diizenleyen sitokinleri (TNF-a, IL-8, IL-6 ve IL-1 gibi) hem de lokositlerin
inflamasyon alanlarina toplanmasina neden olan adezyon molekiillerini uyarir (101). Dogal
immiinitede {stlendigi roliiniin yani1 sira NF-xB sinyalizasyonunun, apoptoz ve hiicre
proliferasyonunu da igine alan ¢ok farkli hiicresel olaylar1 da kontrol ettigi bilinmektedir.
Apoptozdaki diizenleyici rolii ele alindiginda NF-xB, anti-apoptotik proteinlerin
aktivasyonlariyla, inflamatuar cevabi baglatan hiicrelerin apoptozdan korunarak sag
kalimlarin1 destekler (100).

Niikleer faktor kappa B sinyalizasyonunun EMT aracili metastazi kontrol ederek
timor proliferasyonuna katki sagladigi bilinmektedir. Ayrica NF-xB, MMP, VEGF ve
reseptorlerinin aktivasyonlarini uyararak timor anjiyogenezisini de uyarabilmektedir (98,
101). Herhangi bir timéral doku i¢ veya dis uyaranlara bagli olarak yiiksek seviyelerde NF-
kB aktivitesini uyarabilir. Yani NF-xB aktivite artigsi, ya NF-xB ya da onkogenlerin
mutasyonlar1 aracili dogrudan indiiklenmesine bagl olarak gerceklesebilir. Ote yandan
timor mikrocevresinde sitokin salinimina bagli olarak da yiiksek NF-kB aktivitesi

olusabilmektedir (100).

2.2. Bornil Asetat
Potansiyel kemoterapotik ajanlarin kaynagi olarak dogal iiriinlere ilgi her gecen giin
artmaktadir. Dogal iirlinler ve bunlarin tiirevleri diinya genelinde kullanilan ilaglarin

%50’sinden fazlasini olustururken, bitkisel kaynakli dogal {irlinlerin %25’inden fazlasinin
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kemoterapoétiklerin ham maddesini olusturdugu bilinmektedir (17, 102). Birgok dogal iiriin

bileseni tek bagina ya da kompleks halde bu amag i¢in kullanilmaktadir.

Terpenoidler, bitki kaynakli ucucu (esansiyel) yaglarin bir bileseni olarak
inflamasyon norodejeneratif hastaliklar ve kanser tedavisinde 6nemli bir rol tistlenmektedir.
Bisiklik bir monoterpen olarak BA, Amomum villosum (Zingiberaceae), Inula graveolens
(Asteraceae) (103), Tetraclinis, Articulata (Cupressaceae) (104), gibi ¢esitli bitkilerde tipik
ucucu bilesimdir. BA bakimindan zengin bitkiler genis tibbi degere sahiptir (105). Ayni
zamanda {ilkemizin endemik tiirleri arasinda yer alan Helichrysum armenium ve Thymus
vulgaris bitkilerinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin esansiyel yag igerigini olusturan ana
bilesiklerdendir (21). Ilk olarak Ohi ve arkadaslari tarafindan koknar ignelerinden izole
edilen BA, parfiim ve gida alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica BA Amerika
Birlesik Devletleri ‘Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA No. 2159)’

tarafindan da giivenli olarak derecelendirilmistir (106).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarla BA'nin ¢ok sayida dogal kaynagi rapor edilmis
olup, antimikrobiyal, antikanser ve anti-inflamatuar etkileri de dahil olmak {izere
farmakolojik aktiviteleri vurgulanmistir. BA su anda tibbi amaglarla kullanilamiyor olsa da
bircok tescilli Cin ilacinda 6nemli bir bilesen olarak etki etmektedir. BA’nin 6nciisii olarak
taninan borneol (BOL), genellikle kardiyo/serebrovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve kan
beyin bariyerinin (BBB) gegirgenliginin arttirtlmasinda kullanilmaktadir. Giiniimiizde klinik
kullanimda olan BOL ile yapisal benzerligi olan BA ile yapilan in vivo arastirmalar BA’ nin
BOL’e gore toksisitesinin diisiik, biyoyararlaniminin ise yliksek oldugunu gostermistir
(107).

Bir anti-inflamatuar ya da bir immiinomodiilator ajan olarak da ele alinabilen BA,
hamilelikte kullanilabilen ilaglar, aromaterapi ve sedatif uygulamalar bakimindan
farmakolojik potansiyeli yiiksektir (108). Farmokolojik olarak timit veren s6z konusu bu
gelismelere ragmen BA'nin kanser ve nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanimim
destekleyen arastirmalar ise geri planda kalmistir. BA'nin bilhassa tiimor gelisimi iizerine
etkisinin detayl olarak ele alinmasi, aktif potansiyelinin ortaya konmasi agisindan ayrica

onem teskil etmektedir.
2.2.1. Bornil Asetatin Fizikokimyasal Ozellikleri

Bornil asetat hos, serin bir gam aromasi kokusuyla taninan ~220-224°C kaynama
noktasina, 196.29 g/mol molekiiler agirliga sahip, renksiz bir sivi veya beyaz yar1 kristalimsi
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bir yapiya sahiptir (PubChem CID 6448). BA’nin molekiiler yapist [1,7,7-trimetil-2
bisiklo[2.2.1] heptanil] asetat, acik formiilii ise C12H200:2 olarak gosterilmektedir. Alkol ve
sabit yaglarda ¢oziinebilir karakterdedir. BA'nin ayrintili fizikokimyasal 6zellikleri ise Tablo
1'de gosterilmektedir (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, 2023).

Tablo 1. BA’nin fizikokimyasal 6zellikleri

Isim Bornil Asetat

Molekiiler Formiil C12H2002

Kimyasal Isim 1,7,7-trimetilbisiklo[2.2.1]heptan-2-il asetat

Molekiil Agirhig 196.29 g/mol

Fiziksel Goriiniim Kuru toz/sivi/ renksiz

Koku Cam/kafur/balzamik

Kaynama Noktasi ~ 220-224°C

Alevlenme Noktasi 88°C

Coziniirliik 25°C de suda 9,721 mg/l, alkolde, sabit yaglarda ¢oziiniir.
Yogunluk 0,981- 0,985

Hidroksil grubunda yer alan hidrojen atomunun, asetil gruplariyla yer degistirmesi
sonucu olusan BA, bisiklik monoterpenler sinifinda yer alan BOL ile de ayni ¢ift halka
yapisini sergilemektedir (Sekil 4). Bisiklik monoterpen bilesiklerin karakteristik 6zellikleri
arasinda yer alan sert kafes benzeri yapilari sayesinde Gama aminobiitirikasit reseptorlerinin
aktivasyonlar1 tizerinden sedatif etkilerini gosterebilmektedirler. Ayrica séz konusu
hidroksil grubunun asetilasyonunundan sedatif etkiyi arttig1 bildirilmektedir. Ayrica BA’nin
yapisal gruplart CH ve COO™“nun Bacillus subtilis’e kars1 sporisidal etki gosterebildikleri de
rapor edilmistir (109).
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CHy
(1,7,7-trimethyl-2-bicyclo[2.2.1]heptanyl) acetate
Chemical formula: C,H,,0, 9
Exact mass:196.15 o)J\

Molecular weight: 196.29
m/z: 95 (100%), 43 (70%), 93 (47%)

Bornyl acetate Molecular model of BA
Elemental analysis: C, 73.47; H, 10.20; O, 16.33 =

Sekil 4. Bornil asetatin molekiiler yapisi ve kaynagi (Zhao’dan, 107). A. fructus bitkisinden
ucucu yag ekstraksiyonu ya da BA’nin oncii bilesigi BOL’lin asetilasyon islemleri
aracili elde edilebilir.

2.2.2. Bornil Asetatin Toksisitesi

Literatiirde yapilan arastirmalarda BA’nin toksisitesine dair dogrudan bir raporlama
yapilmamistir. Bununla birlikte farelerle gergeklestirilen bir arastirmada BA nin akut toksik
oliimciil dozu 2191,9 mg/kg (1860,3~2582,7 mg/kg) olarak hesaplanmistir (110). BA’nin
giivenirliligi farkli hayvan caligmalar1 ile degerlendirilmistir. Tavsan derisine topikal
uygulama hafif derecede tahris edici etki gostermistir. Ayrica erkek sigcanlarda BA’nin 90 ve
270 mg/kg/giin dozlarindaki oral uygulamalarinin nefrotoksisite ve hepatotoksisite
olusturabilecegi gosterilmistir. Farelerde yapilan iireme ¢alismasinda (erkek i¢in 100, disi

icin 300 mg/kg/giin), BA nin gelisimsel toksisite olusturmadig: belirtilmistir (109).
2.2.3. Bornil Asetatin Biyolojik Aktiviteleri

Bornil asetat agisindan zengin bitkilerin tibbi 6zellikleri klinik arastirmalar agisindan
onem teskil etmektedir. Iyi bilinen anti-inflamatuar ve antikanser aktivitelerine ek olarak, bu
bitkiler antimikrobiyal ve ishal dnleyici etkileriyle farkli patolojilerin tedavisinde dikkatleri
cekmektedirler (107). S6z konusu bitkilerin biyoaktiviteleriyle ilgili in vitro ve in vivo
caligmalar, bitkilerin terpenoid igerigini olusturan BA'nin, terap6tik fonksiyonlarini yansitan

farkli fenotipik potansiyellerini de sergilemektedir.

Monoterpenler antimikrobiyal aktiviteleriyle literatiirde taninmalariyla birlikte

aragtirmalar ayni smifta yer alan BA {izerine yogunlagsmistir. Giiniimiize kadar ulasan
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calismalarla BA’nin S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. cloacae, K. pneumoniae,
E. coli olmak tizere farkli bakteri tiirlerine kars1 giiglii antimikrobiyal aktivite sergiledigi
belirtilmektedir. Ayrica, BA’nin hidrofobik gruplari ile bakteri spor yiizeylerinde bulunan
hidrofilik gruplar arasi etkilesimin, bakteri spor yiizeyi protein yapisini bozarak ¢ogalmay1
engelleyebildigi bilinmektedir (109). BA’nin Escherichia, Bacter oides, Helicobacter,
Desulfovibrio, Ruminococcus, Parabacteroides, Clos tridium dahil olmak iizere patojenik
bakterileri 6nemli 6l¢iide inhibe ederek patojenin neden oldugu inflamatuar bagirsak
hastaliklarin1 azaltabildigi gosterilmektedir. Ayn1 zamanda probiyotik Lactobacillaceae'nin
¢ogalmasimni uyararak bagirsak mikrobiyal dengenin diizenlenmesinde de etki
gostermektedir (111).

Literatiir aragtirmalart BA'nin bagirsak ve akciger hastaliklarinin tedavisinde anti-
inflamatuar etki gosterebildigi belirtilmektedir. BA ile 6n tedavi neticesinde lipopolisakkarit
(LPS) kaynakli akut akciger hasari uyarilan farelerin akciger dokusundaki inflamatuar hiicre
infiltrasyonunda alveolar kanamayi, interstisyel 6demi 6nemli dlgiide iyilestirilmistir (112).
Ayrica BA tedavisinin, 5-FU’ya baglh bagirsak mukozitinin semptomlari olan ishalin ve
istahsizligin nlenmesinde etkili oldugu yapilan calismalarla gdsterilmektedir. lgili
aragtirmalarda BA’nin pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-6 ve TNF-a) seviyelerini
azaltabilecegi de ayrica belirtilmektedir (111, 113). Yang ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada insan endotel hiicrelerinde bornil asetatin okside diisiik yogunluklu lipoprotein
kaynakli azalan hiicre canliligini arttirdigini ve NF-kB sinyal yolunun aktivasyonunu inhibe
ederek, pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-18) ekspresyonunu azalttigini
gostermislerdir (114). Chen ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢calismada LPS aracili akut
akciger hasarina karst BA’ nin pro-inflamatuar sitokinlerin seviyelerini azalttigin1 ve NF-
kB’yi inhibe ettigini belirtmislerdir (112).

Noor ve arkadaglarinin arastirmalarinda anestezi altinda normotansif si¢canlarda
BA’nin hipotansif etkinligini degerlendirmisler ve BA'nin intravendz uygulanmasiyla
sistolik kan basincinda doza bagli olarak anlamli bir azalmaya neden oldugunu gdstererek
muhtemel anjiotensin konverting enzim inhibitdrii potansiyeline sahip olabilecegini
belirtmiglerdir (107). Lee ve arkadaslarmin gerceklestirdigi baska bir c¢alismada
Mycobacterium tuberculosis ekstrakti ile immiinize edilen C57BL farelere 100, 200, 400
mg/kg BA oral olarak 14 giin boyunca uygulayarak, farkli dozlarda BA’nin pro-inflamatuar
sitokinlerin (IL-1, IL-6, and TNF-a), enzimlerin [indiiklenebilir NADPH oksidaz (iNOS)
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ve siklooksigenaz-2] ekspresyonunu azalttigini, mitojen aktive edici protein (MAPK) ve NF-

KB sinyal yolaklarin1 baskilayabildigini gostermiglerdir (115).

Giliniimilizde aromaterapi uygulamalar1 depresyon, anksiyete ve dogum agris1 gibi
durumlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (116, 117). BA'nin da ¢gam ormani aromali
sedatif kokusu, onu aromaterapi uygulamalar1 i¢in etkili bir aday haline getirmektedir.
Hayvanlar ve insanlar iizerinde gergeklestirilen arastirmalar, BA buharinin solunmasinin
gosterdigi  sedatif etkinin, onun aromaterapi uygulama kapsamini genislettigini

belirtmektedirler (107, 118).

Mevcut ¢alismalar BA'nin anti-inflamatuar etkisi hakkinda memnun eden farkli
raporlar ortaya koymustur. BA'nin, MAPK ve NF-«B sinyal yolaklarinin inhibisyonu aracili
bagirsak florasini ve bagirsak epitel fonksiyonlarini diizenleyerek gastro-intestinal sistem
tizerinde hem koruyucu hem de anti-inflamatuar etki gosterebilecegi de ortaya konmustur
(111, 119). Dikkat ¢ceken baska bir ¢alismada, BA ile uygulanan tedavinin, NO diizeylerinde
kayda deger bir azalisa neden olarak anti-oksidan etki gosterebilecegi bulunmustur. NO,
inflamatuar bir araci olmasina ragmen, belli oranlarda saliniminin bagirsak yolu iizerinde
koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmektedir (107). Bahsi gecen tiim bu arastirmalara ragmen

BA'nin anti-inflamatuar ve analjezik etki mekanizmalari belirsizliklerini korumaktadir.
2.2.3.1. Bornil Asetatin Antikanserojen Etkileri

Monoterpen yapili bilesiklerin etkili antikanserojen aracilar olarak hareket etme
yetenekleri bilinmektedir. Ote yandan BA’nin in vitro antikanserojen etkilerine dair
caligmalar literatiirde yer alirken hala hazirda in vivo bir ¢alismaya rastlanilmamuistir.
Monoterpen siifinda yer alan BA’nin da in vitro kanser hiicreleri iizerindeki antikanserojen
etkileri ayrica incelenmistir. Karan ve arkadaslari BA'nin rahim agzi kanseri (HeLa),
kolorektal kanseri (HT-29), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) ve meme kanseri
(MCEF-7) hiicrelerinin canliligin1 konsantrasyonla paralel olarak inhibe ettigini ve en biiyiik
etkinin de A549'a kars1 gozlemlendigini gostermislerdir (103). Literatiirde benzer sekilde
BA'nin kolon kanseri LoVo hiicreleri {izerinde, yumurtalik kanseri (A-2780) ve bobrek
fibroblast (BHK-21) hiicre hatlarinda sergiledigi sitotoksik aktivitesi de test edilmis ve in
vitro olarak antikanser etkisi ortaya konmustur (120, 121). BA’nin in vivo antikanserojen

etkinliginin degerlendirilebilmesi i¢in bu yondeki arastirmalar yogunlastirilmalidir.
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2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijenin kismi azalmasi sonucu olusan,
eslesmemis elektron igeren kisa 6miirlii molekiillerdir. Bunlar, siiperoksit (O2), hidrojen
peroksit (H20.), hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali (LOO"), alkoksil radikali (LO"),
lipit hidroperoksit (LOOH), peroksinitrit (ONOQ"), hipoklordz asit (HOCI) ve ozon (O3)
olarak siralanabilir (122, 123).

Hiicre fizyolojisindeki tartismali rolleri ile bilinen ROS, metabolizmada yararsiz/atik
molekiiller degildirler. Onlar fizyolojik aracilar ve ikinci haberciler olarak sinyal iletimi,
farklilagsma, proliferasyon, inflamasyon, fosfolipaz aktivasyonu, yaslanma ve diger
metabolik siireglerde hiicresel diizenleyiciler olarak gorev alabilmektedirler (124). Redoks
sinyalleri, belirli proteinlerin geri doniisiimlii ve spesifik modifikasyonlari ile aktive olur.
Sistein kalintilarinin geri doniisiimlii modifikasyonlar1 arasinda siilfanillenme, disiilfid
baglar1 olusumu ve S-glutatyonillenme yer alir. ROS araciligiyla baslatilan bu redoks
sinyalleri iligkili degisiklikler, iyon kanallari, fosfatazlar, kinazlar ve apoptotik sinyal
yolaklarinda gorevli protein aktivitelerini hedefleyerek, transkripsiyonel aktivitelerinde
degisikliklere neden olabilirler (125).

Reaktif oksijen tiirleri olusumu ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
arasindaki redoks dengesinin oksidanlar lehine kaymasi olarak tanimlanan oksidatif stres,
redoks sinyalinin ve fizyolojik fonksiyonun bozulmasina yol agar (125). Oksidatif stres,
dogrudan ya da dolayli yoldan ROS aracili niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin zarar
gdrmesine neden olarak kanser, norodejenerasyon, ateroskleroz ve diyabet gibi metabolik
hastaliklarla iliskilendirilmektedir. Bu yiizden oksidatif stresin biyobelirtecleri, hastalik

durumunun ve antioksidanlarin koruyucu etkilerinin degerlendirilmesinde 6nemlidir (126)
2.3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere ‘“antioksidan™ adi verilir.
Antioksidan savunma sistemlerinin temel gorevi asir1 ROS olusumunu engelleyerek
fizyolojik redoks dengesinin devamliligini saglamaktir (7). Antioksidanlar, O2" ve H>O2'nun
indirgenmesiyle oksidatif hasarin baskilanmasinda 6nemli rollere sahiptirler. ROS
homeostazisi, hiicrenin hayatta kalmasi, hiicresel hasarin 6nlenmesi ve fizyolojik hiicre i¢i
sinyal tretimi i¢in gereklidir (126). Hiicre i¢ci ROS seviyelerinin diizenlenmesi, farkli

enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan gergeklestirilir. Enzimatik
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olmayan molekiiller arasinda glutatyon, flavonoidler, A, C ve E vitaminlerini yer alir. Hiicre
ici H202'yi H2O'ya indirgeyerek hiicresel sinyallesme igin H202 seviyelerini koruyan
enzimatik antioksidanlar ise siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit rediiktaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), peroksiredoksin (PRX) ve
tioredoksin (TRX) olarak siralanabilir (123).

Stiperoksit radikalinin H2O2'ye indirgenmesinden sorumlu SOD enzimleri, farkli
hiicre alt birimlerinde yer alan metaloenzimlerdir. SOD1 (Cu/ZnSOD) sitozolde, SOD2
(MnSOD) mitokondride bulunurken, SOD3 (Cu/ZnSOD) hiicre disinda yer almaktadir. SOD
enzimleri kofaktor olarak bakir (Cu?*), demir (Fe?*), ¢cinko (Zn?*) ya da manganez (Mn?*)
gibi metal iyonlarini kullanabilirler (127). Katalaz oncelikle sitozolde ve oksizomlarda
bulunur ve H>O2'yi HO ve O.'ye doniistiiriir Hiicrelerden H202 nin uzaklastirilmasi
engellenirse, H20> aracili hasardan kaynaklanan dogrudan toksisite ortaya ¢ikar. Yiiksek
aktivite gosterebilmek i¢cin GSH, NADPH ve glukoz 6-fosfat gibi kofaktorlere ihtiya¢ duyan
GPX, GR ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi farkl ikincil enzimlere de ihtiyag
duymaktadir. GR, inhibe oldugu hiicrelerde H20.'yu GP antioksidan savunma sistemi aracili
uzaklastiramaz ve glutatyon distilfiir (GSSG) diizeyleri artar. Glutatyon sentezi, glutatyon
sentetazin (GS) ya da vy-glutamil sistein sentetazin (y-GCS) inhibisyonlari, GSH
yoksunluguna ve H20: birikimine neden olmaktadir (Sekil 5).

Peroksiredoksinler ve TRX'ler, aktif bolgelerinde bulunan reaktif sisteini kullanarak
peroksinitritlerin ve hidroperoksitlerin H2O'ya indirgenmesini kolaylastirirlar. Sitozol,
endoplazmik retikulum, peroksizomlar ve mitokondride yer alan PRX'ler, etkin H20-

stipiirticiileridirler (123, 127).

Diistik konsantrasyonlarda H2O», hiicre proliferasyonu ve oliimii, hiicreler arasi
sinyalizasyon, karbonhidrat metabolizmasi, trombosit aktivasyonu, tiyol indirgenme-
yiikseltgenme dengesi, mitokondriyal fonksiyon gibi pek c¢ok metabolik siirecin
diizenlenmesinde etkin rol almaktadir. Bununla birlikte fizyolojik sinirin iizerine ¢ikan H20-
seviyelerinin metabolizmada patolojik etki olusturulacagi da bilinmektedir (128). Bundan
dolay1 CAT 1n hiicrede H202 konsantrasyonunu diizenleyerek organizmada birincil basamak
antioksidan savunma enzimi olarak yer almasi mithimdir. Peroksizomlarda yer alan CAT
enzimi, SOD aracili agiga ¢ikan H2O2’nin H20O’ya indirgenerek detoksifikasyonunu
gergeklestirir. CAT, diisitk Km (Michaelis-Menten Sabiti) degeri ile H202’ya ilgisi yiiksek

olan GPx’e nazaran daha yiiksek konsantrasyondaki H2O2’nin indirgenmesinden
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sorumludur. CAT enzimin eksikliZi ya da mutasyonu farkli anomalilerle
iliskilendirilmektedir. Literatirde CAT gen aktivitesinin degismesi veya genetik
varyasyonlu kisilerde oksidatif DNA hasari, kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklara
yatkinligin arttig1 belirtilmektedir (129).

Glutatyon sistemi; glutatyon, GR, GPx ve glutatyon-S transferazi (GST) igerir (Sekil
5). Rediikte glutatyon (GSH), sitoplazmik proteinlerin sisteinlere olan disiilfid baglarini
indirgeyerek hiicrelere koruma saglar (125). Sekiz adet GPX vardir ve PRX' ten daha az
miktarda bulunmalarina ragmen oldukga aktiftirler ve H202'yi daha yiiksek seviyelerde
temizledikleri bulunmustur. GPX'ler sitozol ve mitokondride bulunur. Ayni zamanda
Nrf2’nin hedef proteini olan GPX, H20; ve GSH reaksiyonunu hizlandirarak H>O ve okside
glutatyon (GSSQ) iiretir (126).

L-Glutamat
v-GCS l
y-Glutamil sistein
GS
6-Fosfo-
H,O GSH NADPH glukonolakton
GPy GR G-6-PL
CAT
O, + H,0 < H,0, Gssa HABE Glukoz-6-
fosfat
SOD
i
Glukoz

Sekil 5. Antioksidan enzim semasi (Weydert’den, 126).
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Niikleer Faktor Eritroit 2 iliskili Faktor-2

Organizmada hiicre ¢cogalmasi, apoptoz ve hiicre dongiisiinii diizenleyerek kanser
gelisimini ve ilerlemesini 6nlemede hayati rol oynayan Niikleer faktor eritroit-2 iligkili
faktor-2 (Nrf2), hiicreleri oksidatif ve elektrofilik saldirilardan koruyarak antikanserojen etki
gosteren tiimdr baskilayici bir gendir. Fizyolojik sartlarda Nrf2, negatif regiilatorii Keapl’e
bagl inaktif formda beklemektedir. Hiicreler oksidatif strese maruz kaldiginda Keap1’den
serbestlesmek tizere Nrf2, 26S proteozom yolu ftizerinden yikima ugrar. Sitozolde
Keap1’den ayrilan Nrf2, ¢ekirdege yer degistirir ve antioksidan yanit elemanina (ARE)

baglanarak antioksidan hedef genlerinin aktivasyonunu diizenler (130).

Fizyolojik sinirin tizerine ¢ikan ROS’a kars1 Nrf2, antioksidan enzim hedef genlerini
(SOD, CAT, HO4, GPx, GST, TRX rediiktaz) aktive ederek organizmayi koruma altina alir
(131). Hiicresel redoks homeostazisinin yeniden kurulmasi tizerine Keap1, Nrf2'yi ARE'den
ayirmak icin ¢ekirdege yer degistirir ve bu durum Nrf2'nin yikimina yol acar. Caligsmalar,
Nrf2'nin  kanser, ndrolojik hastaliklar, kardiyovaskiiler problemler, yaslanma ve

inflamasyonla gelisen ¢esitli hastaliklarda koruyucu bir islevi oldugunu gostermistir (130).
2.3.2. Oksidatif Stres Biyobelirtecleri

Reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin artmasiyla enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi neticesinde oksidatif stres gelisir. Oksidatif
stresin biyobelirtegleri, hastalik durumunun ve antioksidanlarin 1iyilestirici etkilerinin
degerlendirilmesinde 6nemlidir (126). Lipitler, proteinler ve DNA asir1 ROS birikimi ile
modifiye edilebilecek molekiiler 6rneklerdir. Klinik uygulanabilirlik bakimindan, oksidatif
degisimlerin biyolojik fonksiyonlar iizerindeki rolii, se¢ilen biyolojik belirteglerin gegerliligi
bakimindan merkezi 6zelliktedir (125).

Reaktif oksijen tiirleri aracili DNA bilesenlerinin oksidasyonu, niikleotit
oksidasyonu, zincir kirtlmasi, baz kaybi ve eklenti olusumu dahil farkli DNA
modifikasyonlarimi uyaran DNA hasarlarinin ana kaynagidir (123). DNA molekiiliinde
oksidatif hasari uyarabilen HO" radikali, tim piirin ve pirimidin bazlartyla beraber
deoksiriboz omurgasiyla da reaksiyona girerek belirteg olarak kullanilabilen farkli
molekiillerin olusumuna neden olurlar. Bu niikleotid oksidasyon {irlinleri arasinda yer alan

7,8-dihidroksi-8-0kso-2'-deoksiguanozin en sik kullanilan oksidatif hasar belirtecidir (132).
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Proteinler, normal veya oksidatif stres kosullar1 altinda iiretilen ROS igin ideal bir
hedef kaynagidir. Birgok aminoasit kalintis1 farkli okidatif modifikasyonlara maruz kalabilir
(132). Kiikiirt kalintilarinin oksidasyonu, aromatik ve alifatik gruplarin hidroksilasyonu,
aromatik gruplarin ve birincil amino gruplarinin klorlanmasi, tirozin kalintilarinin
nitrasyonu, sistein kalintilarinin nitrozillenmesi, glutatyonillenmesi ve bazi amino asit
rezidiilerinin karbonil tiirevlerine doniisiimii s6z konusu modifikasyonlarin basinda
gelmektedir. Buradan yola ¢ikilarak proteinlerin karbonil seviyelerinin analizi, oksidatif
protein hasarmin en yaygin kullanilan belirtecidir ve oksidatif stres nedeniyle hasarlanan

dokular, 6zellikle artan konsantrasyonlarda karbonillenmis proteinler icerirler (125).

Lipid oksidasyonu son liriiniinlin analiziyle oksidatif hasarin belirlenmesi, yaygin
olarak kullanilan oksidatif stres belirtecidir (125). Basta arasidonik asit (AA) olmak iizere
coklu doymamis yag asitlerinin yapisinda yer alan doymamis ¢ift bag yapilari, s6z konusu
bilesikleri, serbest radikallerin varliginda oksidatif strese karsi hassas hale getirir. Serbest
radikalleri neden oldugu oksidasyon, basta HO® ve ROO® olmak iizere farkli ROS bilesikleri
tarafindan uyarilan otokatalitik bir zincir reaksiyonunu baslatir. Zincir reaksiyonu, zincir
tastyici radikaller olarak gorev yapan lipid peroksil radikalinin ve lipid hidroperoksitlerin
olusmasiyla ilerler. Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal lipid oksidasyonunun

en ¢ok arastirilan biyobelirtecleri arasinda yer alir (132, 133).

Malondialdehitin tiobarbitiirik asit (TBA) analizi, biyolojik sistemlerde lipit
peroksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in uzun yillardir yaygin olarak kullaniimaktadir.
MDA-TBA reaksiyonunu olusturmak amaciyla numunenin asidik kosullar altinda
1sitilmasina dayanan spektrofotometrik bir analizdir (134). Ayrica ortamdaki toplam oksidan
seviyelerinin (TOS) ve serbest oksidanlara karsi toplam anti-oksidan seviyelerinin (TAS)
Ol¢iilerek, mevcut oksidan konsantrasyonunun antioksidan konsantrasyonuna oranlandigi
oksidaitf stres indeksi (OSI) de oksidatif stres biyobelirtegleri arasinda nemli bir yere
sahiptir (135).

NADPH oksidazlar (NOX'ler), basta hidrojen peroksit ve sliperoksit radikali olmak
tizere ROS olusumunu diizenleyen bir enzim ailesidir. NOX ailesi: bes farkli NOX enzim
izoformlarindan (NOX1-5) ve iki farkli ikili oksidazi (Duox1l ve Duox2) igeren yedi
enzimden meydana gelir. NOX, NADPH'ye aracili bir veya iki elektronlu oksijen
indirgenmesi yoluyla O2" veya H>O; radikallerini iiretirler (136). NOX aracili tiiretilen ROS,

hiicresel boliinme, farklilasma, anjiyogenez ve hiicre gociinii de kapsayan bir¢ok fizyolojik
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fonksiyona sahiptir. Bununla birlikte artmis NOX aktivasyonunun genomik kararsizlik,
oksidatif hasara bagl gelisen DNA hasari ile tiimor proliferasyonuna invazyon, metastaz,
anjiyogenez, sag kalim ve tiimor inflamasyonuna katki sagladigi yapilan c¢aligsmalarla

gosterilmektedir (31).

Nitrik oksit eslesmemis elektronlarinin oksijen ve azot atomlarinda yer degistirmesi
ile rezonans stabilitesi (:N::O:) saglamaktadir. Reseptore ihtiyag duymaksizin
membranlardan kolayca diflize olabilmektedir. Rezonans kararlili§i ve membrandan
transflize olabilmeleri gibi 6zellikleri NO’ya ideal bir haberci molekiilii olabilme fonksiyonu
kazandirmaktadir. NO', sitokrom P-450 rediiktaz enzim homologu Nitrikoksit sentaz (NOS)
araciligiyla L- argininden sentezlenir (L-arginin — sitriillin + NO"). NOS’un ndronal
(NNOS: NOSI,) uyarilabilir (iNOS: NOS-2) ve endotelyal nitrik oksit sentazi da (eNOS:
NOS-3) icine alan ii¢ farkli izoformu mevcuttur (137). eNOS Ca?" bagimli bir enzimdir ve
ilk olarak vaskiiler endotelyal hiicrelerde tanimlanmistir. eNOS, VEGF ve prostaglandin E»
gibi farkli endotel biiylime uyaricilarinin merkezi bir aracisi olarak taninmaktadir. Mesane,
kolon ve pankreas kanserleri de dahil olmak {izere pek ¢ok tiimdral yapinin damar yapisinda
eNOS ekspresyonunun arttig1 kaydedilmistir. Ote yandan eNOS'un anjiyogenez, invazyon
ve metastaz gibi timor proliferasyonuyla iliskili basamaklar1 da diizenleyebildigi
bildirilmektedir (138).

2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Kanser

Kanser ve ROS arasindaki iliski uzun siiredir dikkatleri izerine ¢ekmektedir. Mevcut
aragtirmalarin 15181nda, farkli yapilardaki kanser hiicrelerinin fizyolojik hiicrelere oranla
yiiksek  konsantrasyonlarda ROS irettigi  gosterilmektedir (123). Artan ROS
konsantrasyonlarinin, lipitleri, proteinleri ve DNA'y1 hasara ugratarak, genomik kararsizlig
ve tiimér proliferasyonunu uyararak onkogenik etki olusturdugu bilinmektedir. Ote yandan
timor gelisiminde farkli protiimorojenik sinyal yolaklar tizerinde de gorev iistlenebilen
ROS, anormal hiicre biiylimesine, invazyonuna, anjiyogeneze, metastazina, apoptotik
dirence katki saglayabilmektedir (139). Yiiksek seviyelerde ROS konsantrasyonlari,
onkogenik mutasyonlart ve sag kalimi uyaran sinyalizasyonlar1 aktive ederek, tlimor
supresor gen fonksiyonlarinin baskilanmasin uyararak, glukoz metabolizmasina (Warburg
etkisi) ve hipoksiye adaptasyonu gelistirerek protiimorogenik etkiye neden olabilmektedir
(123).
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Antioksidan savunma sistemlerinin temel gorevi, fizyolojik seviyelerin ¢ok iizerine
¢ikan ROS konsantrasyonlarini azaltmak ve redoks dengesini siirdiirmektir. Kanser
hiicrelerinin antioksidan kapasitesi, artmis ROS seviyelerini indirgerken, protiimoral ROS
konsantrasyonlarin1 koruyarak tiimor proliferasyonuna ve hiicre 6liim mekanizmalarina
karsi direng gelisimine izin verir (123). ROS {iretiminin, timor hiicre gelisimine, DNA hasar1
ve genomik kararsizliga, metabolik adaptasyona, hiicre 6liim mekanizmalarina ve ilag
direncine, artmis niiksetme insidansina neden oldugu bilinmektedir. Ote yandan, kanser
gelisiminde ROS seviyelerinin toksik seviyeleri antitiimorojenik etki gostererek oksidatif
hasar artisina ve tiimor hiicre 6liimiiniin uyarilmasina da sebep olabilir (139). S6z konusu
capraz iliskiye ragmen, ROS' u ortadan kaldirmak ya da ROS konsantrasyonlarini arttirmak
hedefli uygulanan tedaviler, riskli bir siire¢ olustursalar dahi etkili kanser tedavileri olarak

potansiyel olusturmaktadirlar.

Hiicrelerdeki artmig ROS diizeylerinin hiicre dongiisiiniin kontroliinii, apoptozu ve
yaslanmay1 baslatabilecegi bilinmektedir (138). Kanser hiicrelerinde tedavi amagh
kemoterapi uygulamalari, organizmada immiin hiicreler aracili yiikselen ROS
konsantrasyonlar1 ya da hiicresel antioksidanlarin tikenmesi de ROS diizeylerinde denge
kaybima olabilmektedir. Yiiksek diizeydeki ROS, apoptotik hiicre o6liimiiniin belirgin
isaretleri olan kaspaz aktivasyonunu, poli ADP riboz polimeraz bdliinmesini, DNA
fragmantasyonunu dogrudan etkileyebilir (139). Mitokondriyal elektron transport
zincirinden kagan O iiretimi, mitokondriyal membranda hasara neden olmaktadir. Hasar
sonucunda sitokrom c'nin membrandan sitozole salinmasi ve translokasyonuyla kaspaz
aracili ve kaspaz bagimsiz sitozolik sinyal yolaklar: tetiklenir. Mitokondriden onemli
miktarda sitokrom c kaybi, mitokondriyal ETC' nin bozulmasi ve hasar gérmesinin ardindan

ROS iiretiminin daha da artmasina neden olabilmektedir (138).

Hiicre i¢i ROS konsantrasyonlarinin patolojik diizeylere yiikselmesi ve hiicresel
antioksidanlarin tiilkenmesiyle ROS'un antitiimoéral etkinligi kanserde bir tedavi olarak
hedeflenebilmektedir (125). Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan belirli
kemoterapdtik ajanlarin temel prensibi, hiicre ici ROS seviyelerini artirarak hiicrenin
onartlamaz hasartyla hiicre 6liimiine yonlendirilmesidir. Ote yandan kanser hiicrelerinde
ROS iiretiminin inhibisyonu, protiimoral etkinin baskilanmasiyla de sonuclanabilir. ROS

diizeylerindeki azalig, tiimor hiicre sag kalimmin ve proliferasyonunun baskilanmasina,

38



metabolik adaptasyon kaybina, DNA hasar1 seviyelerinde ve genomik kararsizlikda

iyilesmeye yol acabilmektedir (123).

2.4. Ehrlich Solid Tiimér Modeli

Ehrlich assit karsinomu, ilk kez tanimlanmasindan bu yana, assit tiimori
arastirmacilar tarafindan siklikla kemoterapotik g¢alismalar igin karsilastirmali olarak
kullanilmaktadir (5, 10). Proliferatif fazdan plato fazina gegiste, azalmis glutatyon
konsantrasyonu ve artan trigliseritler, kolesterol esterleri ve serbest yag asitleri gibi
morfolojik ve metabolik degisiklikler meydana gelir. Bu 6zellikleri nedeniyle EAC, artan

konsantrasyonlarda oksidatif stres ve doku kolesterolii ile karakterizedir (140).

Baslangigta hiperdiploidi olan EAC, yiiksek transplantasyon kabiliyetine, hizli
proliferasyon ve %100 maligniteye sahiptir (140). EAC, asit form ya da solid formda
kullanilir. EAC tiimdr hiicre siispansiyonu, intraperitoneal yolla farelere verildiginde asit
formda tiimoriin olustugu goézlenirken S.k. olarak uygulandiginda solid formda timdriin

olustugu gozlenmektedir (10).

Ehrlich assit karsinomuun karakteristik 6zelligi tiimor hiicrelerinin periton ici
enjeksiyonundan sonra bilylik miktarda asitligin gelisimidir (10). Asilanan farenin toplam
agirhigi, bliyiiyen tiimor ve asit tiretimi ile artar. Agilik artis1 su 3 faktoriin sonucudur; 1.
Cogunlukla organizmay1 kismen istila eden ve biiyiiyen assit timor hiicrelerinin agirlik
artisi, 2. Assit sivi agirhigr artisi, 3. Konake¢min agirlik artisi. Farenin agirliginin degisimi
belirleyici degildir. Bununla birlikte, assit tlimoriiniin bilylimesinin inhibe edildigi
hayvanlarda, daha uzun bir hayatta kalma siiresi ile hayvan i¢indeki kati tiimdrlerin gelisimi

gozlemlenebilir (8, 10).

2.5. Western Blot Yontemi

Analiz edilmek {lizere hazirlanan ve cok sayida protein iceren herhangi bir
numuneden istenen tek bir proteini spesifik olarak saptamak amaciyla yaygin olarak
kullanilan immiinolojik yontemler arasinda yer almaktadir. Western blot yontemi ile tespit
edilmek istenen bir proteinin analiz edilen numune igerisinde bulunup bulunmadigi ve

bulunuyorsa yari kantitatif olarak farkli gruplar arasindaki miktar1 hesaplanabilir (141).
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Western blotlama (142),

e Proteinlerin jel elektroforezi ile ayrilmasi,
o Elektroforezde yiiriitiilerek ayrilan proteinlerin membrana aktarilarak  sabitlenmesi
(blotlanmast)
e Sabitlenmis bir antijenin (ilgili proteinin) se¢ici antikor araciliiyla immiin tespiti
e Olusan antikor- antijen etkilesiminin kemiliiminesans, floresans veya kolorimetrik
yontemlerle analiz edilmesini igeren immiinoblot teknigidir.
Western blot, antikor-antijen etkilesiminin spesifikligiyle iligkili olarak protein analizinde
etkili ve rutin bir metottur. Bir karisimdan 6zgiil proteinlerin molekiiler agirliklarinin

kalitatif ya da yar1 kantitatif tanimlanmasi igin verimlidir (141).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
Tez calismasimnin gergeklestirildigi laboratuvarda kullanilan cihazlar, malzemeler

tiretici firmalartyla birlikte Tablo 2 iizerinde belirtilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Cihaz ve Malzemeler Uretici Firma

-80°C Derin Dondurucu Thermo Electron Corporation
-20°C Derin Dondurucu Vestel

Mikropleyt Okuyucu Molecular Devices VersaMax
Etliv Heraeus

Calkalamaili etiiv Shel Lab Sl14

Farkl1 hacimlerde otomatik pipetler Eppendorf, Brand
Mikrosantrifiij MicroMax IEC Thermo
pH metre Hanna- HI 9321

Sonikator Sonics Vibra- VCX 500
Vorteks IKA- Genius 3

Sogutmali santrifiij Eppendorf- 5810R
Elektroforez sistemi BioRad- 1658001FC
Goriintiileme sistemi BioRad- ChemiDoc XRS+
Analitik hassas terazi Mettler Toledo AB204S
Balon joje-Erlen-Beher (Cam malzeme) IsoLab, SH&GLASS

El homojenizatorii OMNI- 125

Serum biyokimya tiipii Vacutainer BD

Otomatik mikrotom Leica- 2255

Distile su aritma cihazi PureLab DV 25
Termocycler Techne Genius

Buz makinesi Scotmann
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler, ticari kitler iirlin kodlar1 ve temin

edildikleri firmalarla birlikte Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde-Ticari Kit- Uretici Firma Uriin Kodu
Antikor

5-FU Appchem AT7686
Dimetil siilfoksit (DMSO) Carlo Erba 445106
Bornil asetat Sigma B55203
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck 822050
Sodyum floriir (NaF) Sigma S7920
PBS Sigma P4417
Glisin Sigma (G8898
NaCl Sigma 7647-14-5
EDTA Merck 108454
Akrilamid/bisakrilamid BioRad 1610148EDU
Tris-HCI (C4H1:NO3) Merck 648317
Triton X100 Sigma 9002-93-1
Tween20 JTBaker 73-74
FBS Biochrom S 0115
DMEM besi yeri Sigma D6046
p53 antikoru SantaCruz Sc-126
Bax antikoru Cell Signaling 2772
p21 Wafl/Cip1(12D1) antikoru Cell Signaling 2947
Bcl-2 antikoru Cell Signaling 3498
LC3A/LC3B antikoru SantaCruz Sc-398822
BECN1/Beclin-1 antikoru SantaCruz Sc-48341
Nf-kB p65 antikoru SantaCruz Sc-8008
MMP9 antikoru SantaCruz Sc-393859
VEGF antikoru SantaCruz Sc-7269
CAS-3 antikoru SantaCruz Sc-56053
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Tablo 3. (Devam)

Nrf2 antikoru Abcam 92946
Vinculin antikoru Invitrogen 700062
Immun-star Goat anti mouse-HRP BioRad 170-5047
Immun-star Goat anti rabbit-HRP BioRad 170-5046
ECL (Enhanced chemiluminescence) BioRad 170-5061
Total Oksidan Status 6l¢tiim kiti Rel Assay Diagn. RL0024
Total Antioksidan Status 6l¢iim kiti ~ Rel Assay Diagn. RL0O017
Fare GPx ELISA kit BT-Lab E1483Mo
Fare eNOS ELISA kit BT-Lab E0387Mo
Fare NOX ELISA kit BT-Lab E4090Mo

Tez galismasi Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
arastirma laboratuvarinda ytiriitiilen TSA-2021-9409 nolu ve "Bornil Asetatin Ehrlich Solid
Tiimér Modelinde Tiimér Mikrocevresi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi" baslikli Temel
Aragtirma Projesi kapsaminda desteklenmistir. Calismanin etik kurul izni 12.03.2020 tarihli,
53488718-243 protokol numaral: karar ile KTU Tip Fakiiltesi-Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinmistir (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onay Yazisi).

3.2. Yontem
3.2.1. Ehrlich Assit Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Enjeksiyona Hazir Hale Getirilmesi

Hiicre kiiltiirii calismalar1 icin daha dnceden Bezmialem Universitesi’'nden temin
edilen ve s1v1 azot tankinda saklanan fare kokenli EAC kullanildi. Hiicreler tiretici firmanin
onerileri dogrultusunda %10 fetal bovin serum (FBS), 0.1 M esansiyel olmayan amino asit
cozeltisi, 1 mM sodyum piriivat, 2 mM L-glutamin ve %]1 gentamisin ¢ozeltileri ile
zenginlestirilmis RPMI-1640 besiyeri ile 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava
iceren inkiibator ortaminda kiiltiire edildi. Flasklardaki besiyeri iki giinde bir yenilenerek,
hiicre yogunlugu %70 diizeylerine ulastifinda hiicreler pipetajla steril kapakli 15 mL’lik
tiiplere aktarildi. Flask ylizeyinde kalan hiicreler icin pasajlama islemi tripsin-EDTA
yardimiyla gergeklestirildi. Santrifiijlenen tiiplerin siipernatant kisimlar1 dikkatlice

uzaklastirildi ve hiicre pelletleri 2 kere steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi.
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Pasajlanan hiicrelerden bir kismi1 stok Balb/c farelerde assit timor olusumu i¢in ayrilirken
bir kism1 da dondurularak stok halde kaldirildi. Stok hazirlama prosediiriinde her pasajdan
1x10°® hiicre kriyoviallere aktarildi ve iizerine %7,5 oraninda (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO)
ilave edilerek -20°C’de 2 saat, -80°C’de 24 saat bekletildikten sonra sivi azot buharinda
sakland1 (144).
3.2.2. Solid Tiimor Modeli Olusturma

Literatiirde farelerde Ehrlich Solid Tiimor modelinin 2 asamada gerceklestirildigi
goriilmektedir (145).
. Adim: Yukarida anlatilan prosediire gore hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan EAC 0.5 ml de
2.5x10° hiicre olacak sekilde 6 adet stok fareye (Resim 1) i.p. olarak uygulandi. iki giinde
bir hayvanlarin kilo degisimleri kaydedilerek abdominal muayeneleri yapildi. Abdominal
muayenede peritonda biriken assit tiimor hiicrelerinin olusturdugu abdominal gerginlik

kontrol edildi.

Resim 1. EAC i.p. uygulanan Balb/c stok fareler
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II. Adim: Inokiilasyondan sonra 7. giinde hayvanlarin peritonunda biriken assit timéor
hiicreleri 15 mL’lik tiiplere toplandi ve 3 kez PBS ile yikandi. Santrifiijlenen tiiplerin
slipernatant kisimlari dikkatlice uzaklastirildi, PBS ile sulandirilan hiicre pelletleri (Resim
2) ise 0.5 mL de 2.5x10° hiicre olacak sekilde sag uyluktan s.k. enjeksiyon yoluyla deney

gruplarima verildi.

Resim 2. Stok farelerden toplanan EAC hiicre pelletleri

Inokiilasyon asamasmin 2 adimda gerceklestirilmesinin temel sebebi; EAC
hiicrelerinin agresifligini arttirarak hayvanlarin kanser olma olasiligini arttirmaktir. Deney
stiresince iki gilinde bir tiim gruplarin agirlik degisimleri ve EAC enjekte edilen hayvanlarin
timoOr boyutlart kaliper ile Olgiilerek kaydedildi. Hayvanlarin tiimor boyutlarindaki
degisimler 10. glinden itibaren 21. giin sonuna kadar asagidaki formiille hesaplandi (146).

V(em®)=a?x (b/2) (Esitlik 1)

a: Tiimor eni (cm)

b: Timor uzunlugu (cm)
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3.2.3. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulama Prosediirii

Calismada 6-8 haftalik, 20-25 g agirhiginda BALB/c ki disi fare kullanildi. Disi
farelere ayni laboratuvarda 12 saat karanlik-12 saat aydinlik ortam saglandi. 1’den 140’a
kadar numaralandirilmis fareler kura ile randomize edilerek 16 gruba ayrildi. Deney
calismasi i¢in 6 hayvan stok olmak iizere toplam 146 adet disi fare kullanildi. Deney

gruplarini olusturan fareler her grupta 10 hayvan olacak formda 16 gruba ayrildi (Tablo 4).

Ticari olarak temin edilen BA ve 5-FU, DMSO ile ¢oziilerek farelere uygulandi. BA
ve 5-FU dozlar ile ¢oziiciileri literatiirdeki in vivo ¢alismalar dogrultusunda belirlenmistir
(111, 112). Aym1 zamanda BA ilk kez uygulanacak olan s.k. enjeksiyon tipinde uygun
konsantrasyonlarin belirlenebilmesi ve deneysel timor modelinin basariyla uygulanabilmesi
amactyla KTU Hayvan Deneyleri Cerrahi Arastirma merkezinde on ¢alisma
gerceklestirilmis, tez calismasi kapsaminda uygun dozlar ve minimum hayvan sayisi
belirlenmistir. Ote yandan gruplardaki hayvan sayilar1 daha énce bu alanda gerceklestirilmis
olan yontemsel calismalarda kullanilan hayvan sayisi, hayvanlarda kanser modeli
olusturulamamasi, kronik enfeksiyonun yaratabilecegi olumsuzluklar ve proje ekibimiz

tarafindan yapilan 6n deneme sonuclar1 géz Oniine alinarak 10 olarak belirlenmistir (10,

147).

Tablo 4. Deney gruplari

Deney ve Kontrol Hayvan

Gruplan Sayisi

Grup-0 Stok Fare 6

Grup-1 Sham Kontrol (21 giin s.k. serum fizyolojik 5
enjeksiyonu)

Grup-2 Sham Kontrol (21 giin i.p. serum fizyolojik 5
enjeksiyonu)

Grup-3 EAC Kontrol (EAC solid tiimor + 21 giin 5)
s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu)

Grup-4 EAC Kontrol (EAC solid tiimér + 21 giin 5)
i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu)

Grup-5 EAC + 5-FU 50 mg/kg s.k. (EAC solid 10

timor + 1.giinden 21. giine kadar gilin asir1
10 doz 5-FU 50mg/Kkg s.k. enjeksiyonu )
Grup-6 EAC + 5 FU 50 mg/kg i.p. (EAC solid 10
tiimor + 1.giinden 21. giine kadar giin asir1
10 doz 5-FU 50mg/Kkg i.p. enjeksiyonu)
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Tablo 4. (Devam)
Grup-7 EAC + 5-FU 50 mg/kg s.k. (EAC solid 10
tiimor + 11. glinden 21. giine kadar giin agir1
5 doz 5-FU 50mg/kg s.k. enjeksiyonu)

Grup-8 EAC + 5 FU 50 mg/kg i.p. (EAC solid 10
tiimor + 11. glinden 21. giine kadar giin agir1
5 doz 5-FU 50mg/Kkg i.p. enjeksiyonu)

Grup-9 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg s.k. (EAC 10
solid timor + 1.glinden 21. giine kadar giin
asir1 10 doz 100mg/kg s.k. BA enjeksiyonu)

Grup-10 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg i.p. (EAC 10
solid timor + 1.giinden 21. giine kadar giin
asir1 10 doz 100mg/kg i.p. BA enjeksiyonu)

Grup-11 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg s.k. (EAC 10
solid tiimor + 11. giinden 21. giine kadar
gin asir1 5 doz 100mg/kg BA sk
enjeksiyonu)

Grup-12 EAC + Bornil asetat 100 mg/kg i.p. (EAC 10
solid tiimor + 11. giinden 21. giine kadar
giin asin 5 doz 100mgkg BA ip.
enjeksiyonu)

Grup-13 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg s.k. (EAC 10
solid timor + 1.giinden 21. giine kadar giin
asir1 10 doz 50mg/kg s.k. BA enjeksiyonu)

Grup-14 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg i.p. ((EAC 10
solid tiimdr + 1.gilinden 21. giline kadar giin
asir1 10 doz 50mg/kg i.p. BA enjeksiyonu)

Grup-15 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg s.k. (EAC 10
solid timor + 11. giinden 21. gline kadar
gin asir1 5 doz 50mgkg BA sk
enjeksiyonu)

Grup-16 EAC + Bornil asetat 50 mg/kg i.p. (EAC 10
solid tiimor + 11. giinden 21. giine kadar
gin asm1 5 doz 50mgkg BA ip.
enjeksiyonu)
Kullanilan Toplam Fare Sayisi 146

Grup-1 Kontrol (s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere 21 giin boyunca iki giinde
bir s.k. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi.
Grup-2 Kontrol (i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere 21 giin boyunca iki giinde
bir i.p. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi.
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Grup-3 EAC (s.k. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10°
hiicre s.k. olarak enjekte edildi. inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 21 giin boyunca iki
giinde bir s.k. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi.

Grup-4 EAC (i.p. serum fizyolojik enjeksiyonu): Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10°
hiicre s.k. olarak enjekte edildi. inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 21 giin boyunca iki
giinde bir i.p. yolla 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi.

Grup-5 EAC+5-FU 50 mg/kg s.k. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10° hiicre
s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg
konsantrasyonda 5-FU s.k. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun ardindan 5-FU iki giinde bir
s.k. olarak, toplamda 10 doz olacak sekilde 21 giin boyunca uygulanmaya devam etti.
Grup-6 EAC+5-FU 50 mg/kg i.p. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10° hiicre
s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg
konsantrasyonda 5-FU i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun ardindan 5-FU iki giinde bir
1.p. olarak, toplamda 10 doz olacak sekilde 21 giin boyunca uygulanmaya devam etti.
Grup-7 EAC+5-FU 50 mg/kg s.k. 10 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10° hiicre
s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg
konsantrasyonda 5-FU sag uyluktan s.k. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun ardindan 5-FU
iki giinde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde 11 giin boyunca uygulanmaya devam
etti.

Grup- 8 EAC+5-FU 50 mg/kg i.p. 10 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de 2.5x10° hiicre
s.k. olarak enjekte edildi. inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL hacimde 50 mg/kg
konsantrasyonda 5-FU i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun ardindan 5-FU iki giinde bir
i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde 11 giin boyunca uygulanmaya devam etti.
Grup-9 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg s.k. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL
hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sag uyluktan s.k. olarak uygulandi. Bu
enjeksiyonun ardindan bornil asetat iki giinde bir sag uyluktan s.k. olarak, toplamda 10 doz
olacak sekilde 21 giin boyunca uygulanmaya devam etti.

Grup-10 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg i.p. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL
hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat 1.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun
ardindan bornil asetat iki glinde bir i.p. olarak, toplamda 10 doz olacak sekilde 21 giin

boyunca uygulanmaya devam etti.
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Grup-11 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg s.k. 10 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL
hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sag uyluktan s.k. olarak uygulandi. Bu
enjeksiyonun ardindan bornil asetat iki giinde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde
11 giin boyunca uygulanmaya devam etti.

Grup-12 EAC+Bornil asetat 100 mg/kg i.p. 10 Giin: Farclere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL
hacimde 100 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun
ardindan bornil asetat iki giinde bir i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde 11 giin boyunca
uygulanmaya devam etti.

Grup-13 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg s.k. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. Inokiilasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL
hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sag uyluktan s.k. olarak uygulandi. Bu
enjeksiyonun ardindan bornil asetat iki giinde bir sag uyluktan s.k. olarak, toplamda 10 doz
olacak sekilde 21 giin boyunca uygulanmaya devam etti.

Grup-14 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg i.p. 21 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. Inokulasyondan 24 saat sonra farelere 0.2 mL
hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun
ardindan bornil asetat iki giinde bir i.p. olarak, toplamda 10 doz olacak sekilde 21 giin
boyunca uygulanmaya devam etti.

Grup-15 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg s.k. 10 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. enjekte edildi. Inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL hacimde 50
mg/kg konsantrasyonda bornil asetat sag uyluktan s.k. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun
ardindan bornil asetat iki giinde bir s.k. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde 11 giin
boyunca uygulanmaya devam etti.

Grup-16 EAC+Bornil asetat 50 mg/kg i.p. 10 Giin: Farelere sag uyluktan 0.5 mL de
2.5x10° hiicre s.k. olarak enjekte edildi. inokiilasyondan 10 giin sonra farelere 0.2 mL
hacimde 50 mg/kg konsantrasyonda bornil asetat i.p. olarak uygulandi. Bu enjeksiyonun
ardindan bornil asetat iki giinde bir i.p. olarak, toplamda 5 doz olacak sekilde 11 giin boyunca
uygulanmaya devam etti.

5-FU (50 mg/kg) ve BA’nin (50 mg/kg ve 100 mg/kg) doz hesaplamalar1 asagidaki formiile
gore gerceklestirildi.
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Hayv. Agirlik (kg) x flag Doz (mg/kg) (Esitlik 2)
Enjeksiyon Voliimii (mL) :

Konsantrasyon (mg/mL)

1. ve 2. negatif kontrol gruplarinda saglam hayvanlarda i.p. ve s.k. enjeksiyon
uygulamalarina bagli olarak olusabilecek stresin biyokimyasal parametreler iizerindeki

etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir.

3. ve 4. pozitif kontrol gruplarinda sadece EAC solid timér olusturulmus
hayvanlarda bornil asetat ve 5-FU enjeksiyonlarindan bagimsiz olarak i.p. ve s.k. serum
fizyolojik enjeksiyon uygulamalari kapsaminda olusabilecek muhtemel stresin biyokimyasal

parametreler iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

5. ve 6. gruplar arasinda 5-FU’nun 50 mg/kg’lik dozunun farkli uygulanma yollarina
gbre tlimor inokiilasyonuyla es zamanli olarak erken evredeki etkilerinin belirlenmesi ve
farkli konsantrasyonlardaki BA’nin muhtemel tedavi edebilirligiyle karsilagtirilmasi
amaglandi. Tez ¢aligmasi kapsaminda kemoterapétik etkisi bilinen 5-FU, pozitif kontrol

olarak kullanild.

7. ve 8. gruplar arsinda 5-FU’nun 50 mg/kg’lik dozunun farkli uygulanma yollarina
gbre tlimor inokiilasyonundan 10 giin sonraki, 11.gilin itibariyle uygulanan 5 dozun (ge¢
evrede) etkilerinin belirlenmesi ve farkli konsantrasyonlardaki BA’nin muhtemel tedavi

edebilirligiyle karsilastirilmasi amaglandi.

9.10. ve 13.14. gruplar arasinda bornil asetatin farkli konsantrasyonlarinin ve farkl
uygulanma yollarmin tiimdr inokiilasyonuyla es zamanl olarak erken evredeki etkilerinin
belirlenmesi ve bir kemoterapétik olan, ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU ile

karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.

11.12. ve 15.16 gruplar arasinda bornil asetatin farkli konsantrasyonlariin ve farkl
uygulama yollarinin tiimor inokulasyonundan 10 giin sonraki (ge¢ evrede) etkilerinin
belirlenmesi ve bir kemoterapétik olan, ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU ile

karsilastirilmasi amaglandi.

Gruplarda 21 giin siireyle yukarida anlatilan islemler uygulandiktan sonra 22.giinde
(21. giin son ilag uygulamasinin ardindan) dekapite edilen (Resim 3) hayvanlarin kan ile
timor doku ornekleri (Resim 4, Resim 5) toplandi. Cikarilan tiimér dokulariin agirlik
(Resim 6) ve boyutlar1 (Resim 7) dlgiilerek kayit altina alindi. Serum biyokimya tiiplerine

alinan kan ornekleri pihtilagsmalarini takiben 1000xg’de santrifiij edildi. Elde edilen serum
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ornekleri mikrosantrifiij tiiplerine alinarak ayni giin rutin biyokimya analizleri i¢in +4 °C’de
bekletildi. Ayn1 bolgeden alinan doku 6rneklerinin bir kismi mikro hacimli kapakl tiiplere
aktarilarak ilgili biyokimyasal analizlerde kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi. Kalan kism1
ise histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formaldehit igerisine alinarak incelemeyi

yapacak arastirmaciya teslim edildi.

Resim 3. Dekapite edilen EAC Balb/c Resim 4. EAC solid tiimor-1

Resim 5. EAC solid tiimor-2
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Resim 6. EAC solid timér agirlik dlgiimi Resim 7. EAC solid timér boy/en 6l¢imii

3.3. Biyokimyasal Analizler
3.3.1. Serum Rutin Biyokimya Parametrelerinin Ol¢iilmesi

Deney gruplarindan alinan serum numunelerinde BA’nin ve karsilastirmali olarak 5-
FU’nun karaciger ve bobrek dokularindaki muhtemel toksisitesine karsi aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve kan iire azotu (BUN) 6l¢iimleri
KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Rutin Biyokimya Laboratuvari’nda halihazirda
kullanilmakta olan Beckman Coulter Analyzer AU 5800 (Kaliforniya, ABD) otoanalizorii
araciligiyla belirlendi. AST, ALT ve BUN parametreleri U/L birimiyle verildi.

3.3.2. Doku Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi

Lipid oksidasyonu son iirlinlerinin miktariin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan
bir oksidatif stres belirtecidir. Bu son iirlinlerden MDA en ¢ok tercih edilen
biyobelirteglerden bir tanesidir. MDA’nin TBA ile reaksiyonu sonucu olusan pembe
tonundaki rengin siddeti oksidatif stres derecesi ile dogru orantilidir. Doku MDA analizi
Mihara ve Uchiyama tarafindan ortaya konan yonteme gore gergeklestirildi (148). Bu
metodun esasi, MDA’ ’nin asidik ortamda TBA ile olusturdugu kompleksin renginin 532
nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmakta ve absorbansin biiylikligii lipid

peroksidasyonu ile orantili olmaktadir.
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Kullanilan Cozeltiler;

1.

Homojenizasyon Tamponu (0.05 Triton X-100 ihtiva eden %1.15’lik KCl ¢ozeltisi):
Hassas terazide tartilan 5.75 g KCI {izerine 0.25 mL Triton X-100 ilave edilerek son

hacmi saf su ile 500 mL’e tamamlanda.

. %1’lik H3POas ¢ozeltisi: 1 L’lik balon jojeye eklenen bir mikar saf su tizerine 11.77 mL

%85’lik HaPO4 eklendi. Cozelti hacmi saf su ile 1L’ye tamamlandi.

%0.67 lik TBA ¢ozeltisi: 1.34 g olarak tartilan TBA tizerine 100 mL saf su ilave ederek
magnetik karistirici tizerinde 1sitilarak ¢oziindii. Sogumaya alinan TBA ¢6zeltisi {izerine
100 mL asetik asit eklenerek karistirilir.

Standart Cozelti: Standart olarak 1,1,3,3-tetrametoksipropan kullanildi. 10 umol/mL’lik
tetrametoksipropan ana ¢Ozeltisi hazirlamak amaciyla 82.5 pupL  1,1,3,3-
tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCI soliisyonuna ilave edilerek 50°C’de 60 dakika
stireyle inkiibasyona birakildi. Hazirlanmis olan ana stoktan sirasiyla 200, 100, 50, 25,

12.5 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirland.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi,

e Timdr doku numunelerinden yaklasik 50 mg tartilarak 2 mL’lik homojenizasyon
tamponu igerisine alindi.

e Tampon igerisinde yer alan tiimdr doku numunesi 45 s siireyle buz tizerinde 5000
rpm’de homojenizatdr yardimiyla homojenize edildi.

e Homojenizasyon isleminin ardindan homojenize tiipler 1000xg’de 15 dakika

santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 doku MDA tayini i¢in ayrildi.

Tablo 5. MDA uygulama prosediirii

Reaktif Hacim (uL)
Standart/ Numune/ Kor 500
%0.67’lik TBA Cozeltisi 1000
%0.1°1ik H3PO4 ¢ozeltisi 3000
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Tablo 5’de belirtilen hacimlerde sirasiyla cam tiiplere eklenen reaktifler
vortekslenerek metal raklara yerlestirildi ve 6nceden 100°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 45
dakika siireligine inkiibasyona birakildi. Siirenin tamamlanmasiyla sogumaya birakilan cam

deney tiipleri 1000xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatantlardan 250 pL. hacimde alinarak mikropleyte yiiklendi. 532
nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometride mikropleyt absorbans okumasi
gerceklestirildi. Standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi Sekil 6’da verilen grafige
aktarilarak standart doku MDA seviyeleri nmol/mL cinsinden hesaplandi. Bu grafikten yola
cikilarak doku MDA diizeyleri, nmol MDA/mg protein birimiyle verildi.
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Sekil 6. Tiimo6r doku MDA diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

3.3.3. Tiimér Doku Orneklerinde Toplam Oksidan ve Antioksidan Durum Analizi

Toplam oksidan durum bir litre viicut sivisindaki oksidan karakterdeki molekiillerin
mikromolar hidrojen peroksite esdeger ifadesidir. Toplam antioksidan durum ise bir litre
viicut sivisindaki antioksidan karakterdeki molekiillerin milimolar troloksa (E vitaminin
suda ¢Oziiniir analogu) esdeger ifadesidir. Giiniimiizde her iki parametre de ticari kitlerle
oOl¢iilebilmekte ve calisilan biyolojik s1vidaki toplam oksidan ve antioksidan durum hakkinda

fikir saglamaktadir (125).
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3.3.3.1. Tiimoér Doku Numunelerinde Toplam Oksidan Seviyelerinin Analizi

Tez calismasi kapsaminda elde edilen tiim6r doku 6rneklerinde TOS Ol¢limii ticari
kolorimetrik kit (Rel Assay Diagnostics, REF RL0024) kullanilarak firetici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda olgiildii (149). Tablo 6’da yer alan prosediire gore Olgiimii

gerceklestirilen TOS seviyeleri i pmoL hidrojen peroksit esdegeri/L birimiyle verildi.

Tablo 6. TOS uygulama prosediirii

Reaktif Standart (uL) Numune (uL)
TOS Standart 15 -

Numune - 15
Reaktif- 1 100 100

Mikropleyte yukarida belirtilen hacimlerde ilave edilen numune/standart/reaktifler
30 saniye oda sicakliginda beklemeye alindi. Ardindan 530 nm dalga boyuna ayarl
ELISA okuyucuda ilk okumalar1 (A1) gergeklestirildi.

Reaktif- 2 5 5

Reaktif- 2 ilavesinin ardindan oda sicakliginda 10 dakika beklemeye alinan pleyt
icindeki orneklerin 530 nm dalga boyuna ayarlit ELISA okuyucuda ikinci
okumalar1 (A2) yapildu.

Reaktif 1: 25mM pH:1.75 H,SO,
Reaktif 2: 25 mM pH: 1.75 HzSO4, 5 mM Fe?* iyonu, 10 mM O-dianizidin

Tiimo6r doku numunelerinin TOS analiz sonuglart i¢in yukaridaki prosediire gore
oOlglilen A1 ve A2 absorbans degerleri kullanildi (AA=A2-Al).
TOS: (AANumune/ AAstandart) X Standart konsantrasyonu (Esitlik 3)
Verilen formiile gore hesaplanan TOS seviyeleri pmoL hidrojen peroksit esdegeri/L

birimiyle ifade edildi.
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3.3.3.2. Tiimér Doku Numunelerinde Toplam Antioksidan Seviyelerinin Analizi

Timoér doku oOrneklerinde TAS Olgiimii ticari kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, REF RL0017) kullanilarak belirlendi. Tablo 7’de yer alan prosediire gore
Olctimii gerceklestirilen TAS seviyeleri milimol troloks esdegeri/L birimine gore ifade

edildi.

Tablo 7. TAS uygulama prosediirii

Reaktif Standart (uL) Numune (uL) H20 (uL)
Deiyonize Su -- -- 6
TOS Standart 6 - -
Numune -- 6 -
Reaktif- 1 100 100 100

Mikropleyte yukarida belirtilen hacimlerde ilave edilen
H20O/numune/standart/reaktifler 30 saniye oda sicakliginda beklemeye alindi.
Ardindan 660 nm dalga boyuna ayarli ELISA okuyucuda ilk okumalari (A1)
gerceklestirildi.

Reaktif- 2 5 5

Reaktif- 2 ilavesinin ardindan oda sicakliginda 10 dakika beklemeye alinan
pleyt icindeki drneklerin 660 nm dalga boyuna ayarlit ELISA okuyucuda ikinci
okumalar1 (A2) yapildu.

Reaktif- 1: 0.4 mol/L pH: 5.8 Asetat Tamponu
Reaktif- 2: 0.4 mol/L pH: 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS

Tiimo6r doku numunelerinin TAS analiz sonuglar1 i¢in yukaridaki prosediire gore
Olgiilen A1 ve A; absorbans degerleri kullanildi (AA=A2-A1).
TAS= [(AAH20)- (AANumune)/[(AAH20) - (AAstandart)] X Standart konsantrasyon  (Esitlik 4)
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Verilen formiile hesaplanan TAS seviyeleri milimol troloks esdegeri/L birimine gore ifade
edildi.

3.3.4. Tiimér Doku Numunelerinde OSI Analizi
Yukarida belirtilen sekilde elde edilen TOS ve TAS degerleri kullanilarak OSI
asagidaki formiile gore hesaplandi (132);
OSI =TOS (umoL H20- esdegeri/L) / (TAS (umoL troloks esdegeri/L) x 100 (Esitlik 5)

3.3.5. Tiimo6r Doku Numunelerinde GPX, eNOS, NOX-1 Seviyelerinin (")lg:iilmesi

Glutatyon peroksidaz, eNOS, NOX-1 diizeylerinin doku orneklerinde tayin
edilebilmesi amaciyla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi uygulandi.

3.3.5.1. ELISA Yonteminin Uygulanmasi

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay yonteminin agsamalarini, doku drneklerinin
homojenizasyonu, doku Orneklerinin protein tayini islemini kapsayan hazirlik evresi ve

analiz evresi olarak iki boliimde inceleyebiliriz.

On Hazirhk Evresi

Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Her biri yaklasik 10 mg olarak tartilan tiimdr doku numuneleri pH: 7.4 olan 2 mL’lik
PBS igeren ayri cam tiiplerde homojenizator (IKA Ultra-Turrax T-25, Staufen im Breisgau,
Almanya) araciligiyla buz {izerinde 45 saniye homojenize edildi. Daha sonra homojenize
edilen 6rnekler 1800xg’de 15 dakika santrifiij edilerek, iistte kalan siipernatantlar temiz cam

tiiplere ayrildi.
Doku Orneklerinde Protein Tayin Analizi

Timoér doku oOrneklerinde protein miktar analizinin tespiti amaciyla ticari kit
(Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat No: 23227, Rockford, IL, ABD)

*2hin Cu*’a

kullanildi. Kitin analiz prensibi, alkali ortamda mevcut proteinler tarafindan Cu
indirgenmesi temeline dayanmaktadir. Olusan bakir katyonunun (Cu®) bicinchoninic asit
(BCA) ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin gerceklestirilir. Gergeklestirilen
deneysel arastirmada standart olarak 2 mg/mL konsantrasyonda albiimin kullanildi. Elde
edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi Sekil 7’de verilen grafige
gegirilerek protein standart egrisi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak tiimor doku bagina

protein miktar1 mg/mL olarak verildi (150).
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Kit protokoliine gore,

1. Calisma Reaktifi Hazirlanmasi: Her bir 6rnek tizerine 200 pL c¢alisma reaktifi ilave
edilecek formda, 50x BCA Reaktif A’dan ve 1x BCA Reaktif B’den (50:1; A: B) bir
falkon igerisine alinarak karistirilmasiyla calisma reaktifi hazirlandi. (x: kullanilan
numune sayisina gore belirlendi)

2. Kit icerisinde hazir olarak yer alan BSA standart soliisyon ¢ozeltisinden 2000, 1500,
1000, 750, 500, 250, 125 ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.
Homojenizasyon tamponu olan PBS kor olarak kullanildi.

3. Mikropleyt kuyucuklarina numune ve farkli konsantrasyonlardaki standartlardan 25 pL,
calisma reaktifinden ise 200 pL eklenerek 37°C’ye ayarli ShelLab ¢alkalamal
inkiibatorde 30 dakika siireyle inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon siiresinin dolmasmin ardindan numune/ standart yiiklii mikropleyt 562 nm
dalga boyuna ayarli spektrofotometride (VersaMax Mikroplate Okuyucu) 6lgiime alindi.

5. Farkli konsantrasyonlardaki standartlarin absorbanslarina karsi olusturulan standart

grafigine gore tiimdr numunelerinin protein konsantrasyonlart mg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 7. Timor doku protein diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

Analiz Evresi
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay analizine baslamadan evvel kit igerigini

olusturan reaktifler oda sicakligina getirildi. Homojenize edilen ve protein konsantrasyonlari
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belirlenen tiimdr doku numuneleri iiretici markanin belirttigi prosediire gore analiz iglemine

alindi.

1.

Kit i¢erisinde hazir halde bulunan standart soliisyonundan diliie edilerek hazirlanan, farkli

konsantrasyonlardaki standartlardan 50 pL alinarak kit mikropleytine yiiklenir.

. Kit mikropleyti iizerinde bosta kalan kuyucuklara 40 pL. numune yiiklenir.

Numune kuyucuklarina 10 pL biotin isaretli antikor ilave edildi.

Numune ve standart kuyucuklarina 50 uL. HRP-Streptavidin konjugat eklenerek {izeri
kapland1. 37°C” ye ayarli ¢alkalamali etiivde 1 saat inkiibasyona alindu.

Inkiibasyonun ardindan kaplama iizerinden kaldirilan mikropleyt 5 kez yikandu.

Yikama igleminin tamamlanmasiin ardindan mikropleyt, kagit havlu yardimiyla iyice

kurulandi.

. Mikropleytin her bir kuyucuguna 50 pL substrat soliisyonu A ve ardindan substrat

soliisyonu B ilave edilerek yeniden kaplandi. Mikropleyt karanlik ortamda 37°C'de 10
dakika siireyle beklemeye alindi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla her bir kuyucuga 50 puL durdurma soliisyonu ilave
edildi. (Burada mevcut sari rengin maviye doniistimii gézlendi)

Durdurma soliisyonun ilavesini takiben 10 dakika igerisinde 450 nm'ye ayarlanmig bir
mikropleyt okuyucu araciligiyla her bir kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) tespit
edildi.

10. Farkli standart konsantrasyonlarinin 450 nm’deki absorbanslarma karsi ¢izilen egri

yardimiyla deney numunelerine ait konsantrasyon degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi.

Doku GPx Seviyelerinin Belirlenmesi

Tiimor doku orneklerde GPx seviyeleri, lretici firmanin Onerilerine gore ticari

ELISA kit (Bioassay Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E1483Mo, Zhejiang, Cin)

kullanilarak olciildii. Elde edilen sonuglar Sekil 8’de verilen grafige gore ng/mg protein

birimiyle verildi.
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Sekil 8. Tiimor doku GPX seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

Doku eNOS Seviyelerinin Belirlenmesi

Timér doku numunelerinde eNOS seviyeleri, ticari bir ELISA kit (Bioassay
Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E0387Mo, Zhejiang, Cin) kullanilarak {iretici
markanin tavsiyeleri dogrultusunda analiz edildi. Elde edilen veriler Sekil 9°da verilen egriye

gore hesaplanarak U/mg protein birimiyle ifade edildi.
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Sekil 9. Tiimor doku eNOS 6l¢timiinde kullanilan standart grafigi
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Doku NOX-1 Seviyelerinin Belirlenmesi

Timor doku oOrneklerinde NOX-1 seviyeleri, ticari bir ELISA kit (Bioassay
Technology Laboratory (BT Lab), Cat No: E4090Mo, Zhejiang, Cin) iiretici markanin
tavsiyeleri dogrultusunda 6lgiildii. Elde edilen veriler Sekil 10°da yer alan konsantrasyon-

absorbans grafigine gore hesaplanarak ng/mg protein birimiyle verildi.
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Sekil 10. Doku NOX-1 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.4. Tiimér Doku Orneklerinde Western Blot Analizi

Herhangi bir 6rnekten elde edilen ve ¢ok sayida protein igeren bir karigimin i¢inde
istenen tek bir proteini 6zgiin sekilde saptamak i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler
arasinda yer almaktadir. Bahsi gecen teknikle aranan bir proteinin 6rnekte bulunup
bulunmadig1 ve sayet bulunuyorsa goreceli olarak (yar1 kantitatif) farkli gruplar arasindaki
konsantrasyonu hesaplanabilir (141).
3.4.1. Western Blot Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Liziz Tamponu: Doku homojenat hazirlamada kullanilan liziz tamponu Tablo 8 de

verilmistir.
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Tablo 8. Doku homojenat hazirlama prosediirii

Liziz Tamponu

Reaktif Proteaz inhibitor Kokteyl
50 mM Tris-HCIl pH 7.4 1 mMEDTA,
150 mM NaCl 1x mM NaPPi
%0.5 Triton X-100, 1x Pl
dH20 1x NaVan
1x NaF,
1x PMSF

Reaktiflerden olusan stok soliisyon igerisine proteaz inhibitor kokteyli taze olarak ilave
edilir.

200 mM Sodyum orthovanadat (NaVan- 100x) Tamponu: Hassas terazide 3.68 g olarak
tartilan Na3VOs1sitilan magnetik karistirici tizerinde bir miktar deiyonize suyla ¢oziildii. Sar1
renkli olan ¢ozelti renksizlesinceye kadar kaynatildi. Oda sicakligina sogutulan soliisyonun

pH: 10 olarak ayarlandi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

1M Sodyum floriir (NaF- 50X) Tamponu: Terazide 4.2 g olarak tartilan NaF bir miktar

cift distile suda ¢oziinerek son hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

100 mM Sodyum pirofosfat (NaPPi- 20X) Tamponu: Hassas terazide 4.44 g NaPPi
tartilarak magnetik karistirici {izerinde bir miktar ¢gH20 Iginde ¢6ziildii ve son hacmil00

mL’ye tamamland.

100 mM Fenilmetansiilfonil fluoriir (PMSF- 100X) proteaz inhibitor Tampon:
Terazide 0.174 g PMSF tartilarak bir miktar saf etanol igerisinde ¢oziilerek son hacmi 10

mL’ye tamamland.

%10’luk Sodyum dodesil sulfat (SDS) cozeltisi: Hassas terazide 10 g olarak tartilan SDS,

100 mL deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi.

%10’luk Amonyum persiilfat (APS) Tamponu: Hassas terazi iizerinde 100 mg olarak

tartilan APS 1 mL deiyonize suda ¢6ziilerek hazirlandi. Taze kullanilmasi onerilir.
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%040 Akrilamid\Bisakrilamid: 4°C ‘de muhafaza edilen ve Biorad tarafindan ticari olarak

temin edilen soliisyon kullanild.

Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 36.33 g olarak tartilan Tris magnetik
karistiric1 lizerinde bir miktar deiyonize suda ¢oziildii. HCI kullanilarak, soliisyon pH’s1

8.8’e ayarland1 ve ardindan son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

Yiikleme jel tamponu (0.5 M Tris-HCI pH 6.8): 6.057 g tartilan Tris, bir miktar deiyonize
suda ¢oziilerek HCI aracili pH:6.8’e¢ ayarlandi. Son hacim deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

10X Tris-Glisin Cozeltisi: 30.3 g tartilan Tris bazi ve 144 g olarak tartilan glisin bir miktar

deiyonize suda ¢oziilerek son hacim 1 L’ye tamamlandi.

1X SDS-PAGE Yiiriitme Cozeltisi: 10X’lik Tris-Glisin tamponu 1X’e seyreltildi.

Soliisyona 10 mL %10 SDS eklendi ve devaminda toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

10X SDS-PAGE Transfer Cozeltisi: 10X’lik Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde

seyreltildi. Cozeltiye 200 mL metanol eklenerek son hacim 1 L olacak sekilde tamamlandi.

Primer Antikor: Ticari olarak temin edilen primer antikorlar {iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda bloklama tamponunda (%5°lik yagsiz siit tozu ya da %5’lik BSA)

seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Ticari olarak temin edilen primer antikorlar {iretici firmanin 6nerilerine

gore %5’°lik yagsiz siit tozu iceren bloklama tamponu ile seyreltilerek hazirlandi.
3.4.2. Tiimoér Doku Numunelerinden Protein Lizatlarin Eldesi

1. Yaklasik 10 mg olarak tartilan tiimor doku Ornekleri mikrosatrifiij tiiplerine alinarak

tizerlerine takriben 600 pL soguk liziz tamponu eklendi.

2. Mikrosantrifiij tiiplerinde yer alan numune ve liziz tamponu buz iizerinde el
homojenizatoriiyle homojenize edildi. Homojenatlar 2 saat siireyle 4°C de orbital

calkalayictya birakildi.

3. Siire sonunda tiipler 4°C'de 12.000 rpm'de mikrosantrifiije yerlestirilerek 20 dakika

boyunca santrifiije edildi.

4. Santrifiijden ¢ikan tiipler buz {izerine yerlestirildi ve siipernatant aspire edilerek temiz

mikrosatrifiij tiiplerine alind1. Analiz siiresine kadar tiipler -20°C’ye kaldirild1.
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3.4.3. SDS-PAGE Jel Elektroforez Asamasi

SDS- PAGE Cam Plakalarin Hazirlanmasi: Calismada kullanilmak iizere 10 mm uzun
camlar, 1 mm’lik 10’lu taraklar ve uzun cam iizerine yerlestirilen ince camlar deiyonize su
ile yikandi. Ardindan %70’lik etil alkol ile temizlenmis iki cam plaka, aralarina plastik aralik
olusturucu (spacer) yerlestirilerek birbiri {izerine konuldu ve elektroforezin jel dokme

standina sabitlendi.

SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi: Analiz edilecek proteinlerin Tablo 9°da verilen molekiil
agirliklarma goére 3 farkli akrilamid konsantrasyonunda; yiikleme jeli %5 (yiikleme jeli
hazirlama prosediirii Tablo 9), ayirma jeli %10 ve %]12,5 olacak sekilde, SDS-PAGE jel
elektroforezi Laemmli tarafindan belirtilen yontemle gerceklestirilerek proteinler molekiil
agirliklarina gore ayrildi (Tablo 10) (143).

Elektroforez islemi i¢in numunelerin yiiklendigi yiikleme jeli ve molekiil agirliklarina gore

ayrildig1 ayirma jeli olmak tizere iki farkli jel hazirlanda.

Ayirma Jelinin Hazirlanmasi: Asagidaki tabloda verilen proteinlerin molekiil agirliklarina

gore 3 farkli akrilamid konsantrasyonunda ayirma jeli hazirlandi.

Tablo 10’da belirtilen prosediire gore hazirlanan ayirma jelleri jel hazirlama
standinda bekleyen uzun- kisa cam bilesimin arasina, kisa jelin yaklasik 1 cm altinda kalacak
sekilde pipet yardimiyla, polimerlesmeye izin vermeden hizlica dokiildi. Jelin hava ile

temasinin kesilmesiyle amaciyla yaklasik 1 ml’lik izopropil alkol cam plakalar arasina ilave
edildi.

Tablo 9. Yiikleme jeli hazirlama prosediirii

%5’lik Yiikleme Jeli Hacim
Acrylamide/%40 solution 500 pl
%10’luk SDS 50 ul
Distile su 3140 ml
TEMED 3ul

0.5 M Tris-Base pH. 6.8 125 ul
%10’luk APS 50 wl

Taze hazirlandi.
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Tablo 10 Protein molekiil agirliklarina gére ayirma jel konsantrasyonlarinin belirlenmesi

%10

%12,5

Nrf2 (110- 68 kDa)
MMP-9 (92 kDa)

Bcl- 2 (28 kDa)
CAS-3 (35- 21 kDa)
Beclin (52 kDa)
p53 (53 kDa)
Nf-kB (65 kDa)

LC3- I/l (17- 15 kDa)
Bax (21 kDa)
VEGF (21 kDa)
P21 (21 kDa)

Tablo 11. Ayirma jeli hazirlama prosediirii

Icerik %10’luk %12,5’luk Ayirma
Ayirma Jeli Jeli

Acrylamide %40 1250 pul 1560 pl

solution

%10’luk SDS 50 ul 50 ul

1.5 M Tris-HCI pH 1250 1250 ml

8.8

Distile Su 2415 ul 2085 pl

TEMED Sul Sul

%10’luk APS 50 pul 50 ul

(en son eklenir)

Taze hazirlandi

Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi:

Ayirma jelinin yaklasik 45 dakika sonrasinda

polimerlesmesiyle jel iizerinde bulunan izopropil alkol distile su ile 3 kez yikanarak

uzaklastirildu.

Tablo 9°da verilen prosediire gore hazirlanan yiikleme jeli yine polimerlesmeye izin

vermeden hizlica cam plakalar arasina, ayirma jelinin iizerinde yer alan 1 cm’lik bosluga

yuklendi. Ardindan hava kabarcigi kalmamasina 6zen gostererek 1 mm’lik 10’lu tarak

yiikleme jeli tizerine konuldu.
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3.4.4. Orneklerin Yiikleme Jeline Yiiklenmesi

-20°C dondurucuda beklemeye alinan protein lizatlar1 buz iizerinde ¢oziinmeye
alindi. Yukarida 3.3.5.1./2. boliimde anlatilan prosediire ve Sekil 7°de c¢izilen egriye gore
lizatlarin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Her bir kuyucuga 20 ul de 25 ng olacak

sekilde protein lizat konsantrasyonlar1 belirlendi.

Mikrosantrifiij tiipleri i¢erisinde protein konsantrasyonlar1 belirlenen protein lizatlar
tizerine 1:4 oraninda; 5x yiikleme boyasi eklenerek numune soliisyonunun son hacmi 1x’e

ayarlandi.

Omnek yiikleme tamponu protein denatiirasyon isleminin gerceklestirilmesi amaciyla

99°C’de 5 dakika kaynatildi. Numuneler 1000xg’de 2 dakika siireyle santrifiij edildi.

+4°C’de bekletilen jellerin taraklar: ¢ikarilarak jelde olusan kuyucuklar distile su ile
yikandi. Jeller, yiikleme standi i¢ine yerlestirilerek tank igerisine konuldu. Tank yiiriitme
tamponu ile doldurulduktan sonra ilk kuyucuga 1 pl protein marker, diger kuyucuklara da

orneklerden 20 pl olacak sekilde yiikleme jeline yiiklendi.

Jel oncelikle 70 volt’da 15 dakika, sonrasinda 100 volt’da 100 dakika siireyle
yiriitildi.

Yiiriitme siirenin tamamlanmasiyla birlikte tamami eksi yiikle yiiklenmis olan
proteinler SDS-PAGE elektroforezde molekiiler biiyiikliiklerine gore katotdan anoda dogru
hareket ederek ayrildilar. Cam plakalar spacer araciligyla jele zarar vermeden gevsetilerek

ve ortaya ¢ikarilan jelin {ist kenarindaki kuyucuklar, jelin pargalanmamasina &zen

gosterilerek ¢ikarilip, atildi.
3.4.5. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

1. Cam plakalardan ayrilan ayirma jeli transfer agamasina ge¢ilmeden 6nce dengeye gelmesi

amaciyla transfer tamponunda beklemeye alindi.

2. Jelle aynm biiyiikliikte olacak sekilde kesilen PVDF membran aktiflesmesi i¢in soguk
metanolde takriben 5 dakika siireyle beklemeye birakildi.

3. 3 MM Whatman filtre kagitlar1 da uygun boyutlarda kesilerek transfer tamponu igerisinde

dengelenmeye birakildi.
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4. Western blot transfer kasetleri ve jel, membran, filtre kagitlariyla birlikte asagidaki siraya

gore transfer sandvigi hazirlandi.

siyah ¢ergeve (negatif elektrot) >> transfer tamponuyla 1slatilmis siinger >> 2 adet filtre
kagidi >> SDS-PAGE jel >> PVDF membran >> 2 adet filtre kagidi1 >> transfer tamponuyla

1islatilmig stinger >> kirmizi gerceve (pozitif elektrot).

5. Hazirlanan transfer sandvig kaset, siyah (anot) ve kirmizi1 (katot) tarafta denk sekilde tanka

yerlestirildi ve transfer ¢izgisine kadar transfer tamponuyla dolduruldu.

6. Hazirlanan transfer tanki magnetik karistirict lizerinde buza gomiilerek 100 voltta (500

mA, 150 W) 1 saat siireyle transfere birakildi.

7. Siirenin tamamlanmasiyla kasetten ¢gikarilan membran bloklama islemine alindi.
3.4.6. Bloklama

Membranla antikorlar arasindaki non-spesifik baglanmalari1 en aza indirmek i¢in
uygulanir. Bu amagla yagsiz siit tozu, TBST (Tris tamponu + %0,1 Tween-20) ile
sulandirilarak membran iizerine ilave edildi. Siit tozu— TBST karisimi ilave edilmis

membran 60 rpm’de ¢alkalayicida 1 saat ¢alkalama islemine alindi.
3.4.7. Membrana Primer Antikor Ekleme

Ticari olarak temin edilen olan primer antikorlar, iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda TBST ile sulandirilmis yagsiz siit tozu ya da BSA da diliie edilerek membran
tizerine ilave edildi Membran, primer antikor ¢ozeltisinde gece boyu +4°C buzdolabinda 60
rpm’de calkalayici lizerinde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda membran iizerindeki
antikor ayrildi ve membrana 20 mL TBST eklenerek 3 kez 10’ar dakika arayla calkalayici
lizerinde yikama islemi gerceklestirildi. Islem sonunda membran, sekonder antikor ile

muamele ve goriintiileme i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Not: Caligmada proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayr1 ayr1 hazirlanmis olan
membranlar, ticari olarak temin edilen, Anti Nrf2 poliklonal primer antikor, Anti Nf-KB p50
monoklonal primer antikor, Anti VEGF monoklonal primer antikor, Anti MMP-2
monoklonal primer antikor, Anti CAS-3 monoklonal primer antikor ve Anti Bcl-2 ve Anti
Bax monoklonal primer antikor, Anti p21 monoklonal primer antikor, Anti p53 monoklonal
primer antikor, Anti Beclin-1 ve Anti LC-3 monoklonal primer antikor ile {iretici markanin

tavsiyelerine gére muamele edildi.
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3.4.8. Membrana Sekonder Antikor Ekleme

Ticari olarak temin edilen ve firmanin tavsiyeleri dogrultusunda 1:8 oraninda TBST
ile diliie edilen Anti-Rabbit HRP ya da Anti-Mouse HRP (primer antikora gore segildi)

sekonder antikor membran lizerine ilave edildi ve 1 saat siireyle ¢alkalayiciya birakildi.

Islemin ardindan membran iistiindeki sekonder antikor dokiilerek ve iizerine 20 ml
TBST (TBS+ %0,1 Tween-20) eklendi 3 kez 10’ar dakika arayla calkalayicida yikama
yapildi. Yikama isleminin ardindan membran bir plastik seffaf dosya iizerine konarak

goriintiileme i¢in hazirlandi.

Gorlintiileme islemi i¢in sekonder antikorla ayni konjuge grubu tasiyan ve ticari
olarak temin edilen Bio-Rad ECL kemiluminesans substrat soliisyonundan membran
ylizeyine 1 mL uygulandi ve goriintiileme islemine alind1 (Temel prensip; kemiluminesans

ajan sekonder antikora baglanarak 1s1ma yapar).

11. Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System de goriintiileme yapilarak membran analizi

tamamland.
3.5. Histopatolojik Analiz

Tiimor dokusu %10 formalinde 24 saat siireyle fiksasyona birakildi Timor
numuneleri tam otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1010; Leica Wetzlar, Germany)
%70- %100 araligindaki alkol ve kloroform serileriyle muamele edilmelerinin ardindan &nce
43°C’de yumusak parafine, takiben 57°C’de parafine gomiildii. Daha sonra. 5-um
kalinliginda alinan kesitler [Microtome, Leica RM2155; Leica Inc., Nussloch (Almanya)]
hematoksilin ve eozin (H&E) kullanilarak boyandi. Histolojik analizler 1s1tk mikroskobu

altinda gergeklestirildi (Olympus Elektron Mikroskobu, Olympus; Japonya).
3.6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin normal dagilima uygunluklart SPSS version 18 programi
kullanilarak Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima uyan ikiden
fazla bagimsiz grubun kiyaslanmasinda ANOVA, post-hoc Tukey testi kullanildi. Normal
dagilima uymayan gruplarin kiyaslanmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Normal

dagilima uyan veri setleri aritmetik ortalama + standart sapma olarak, uymayanlar ise

medyan (%25-75 ¢eyreklikler) seklinde ifade edildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bornil Asetatin Intraperitonel ve Subkutan Uygulamalarinda Gruplar Arasi

Hayvan Agirhiklarinin ve Tiimor Voliimlerinin Degerlendirilmesi

4.1.1. Bornil Asetatin Intraperitonel Uygulamalarinda Gruplar Arasi1 Hayvan

Agirhiklarinin ve Tiimor Voliimlerinin Degerlendirilmesi

Tiimdr hiicre inokiilasyonunu takiben 10.giin itibariyle gelismeye baslayan s.k. timor
doku agirhiginin fare agirliklarina yansidigi tespit edildi (Sekil 11). Deney siiresinin
9.gliniinde Sham kontrol grubuna gore artis gosteren EAC kontrol, EAC+5-FU 10 giin,
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin, EAC+BA 100 mg/kg 10 giin, EAC+BA 50 mg/kg 21 giin ve
EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplarina karsilik EAC+5-FU 21 giin grubunda gézlenen agirlik
azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.005).

Inokiilasyonun 17. giiniinde Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.014) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.033) gruplarinda
belirlenen artis anlamli olarak bulundu. Ayni1 zamanda EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC
5-FU 10 giin (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.009), EAC+5-FU 100 mg/kg 10
giin (p=0.020) gruplarinda EAC kontrol grubuna gére anlamli azalis gozlemlendi. Ote
yandan EAC+5-FU 21 giin grubunda saptanan agirlik azalisit EAC+5-FU 10 giin (p=0.014),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarina

gore anlamli bulundu.

Fare dekapitasyonundan 1 giin 6nce 21.giinde EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA
100 mg/kg 21 giin (p=0.030), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.017), EAC+BA 50 mg/kg
21 giin (p=0.003) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.011) gruplarinda Sham kontrol
grubuna gore fare viicut agirligindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Buna karsilik
EAC kontrol grubuna goére EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 21giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA
50 mg/kg 21giin (p=0.001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda meydana

gelen agirlik azalis1 anlamli olarak belirlendi.

Ayrica EAC+5-FU 21 giin grubunda 6lgiilen agirlik azalist EAC+BA 100 mg/kg 21
giin (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin
(p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.001) gruplarina gore anlamli bulundu.
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Sekil 11.

a b a,b b
a a, a,
b b p ° a ’ a,b
b,c
1.Giin 9.gilin 17.glin 21.glin
HSHAM IP W EACKNTRL (IP) W EACSFU 21 (IP) # EACSFU 10 (IP)

WEACBA 100mg/kg 21 (IP)  MEACBA 100mg/kg 10(IP)  MEACBASOmg/kg21(IP)  WEACBA 50mg/kg 10 (IP)

Bornil asetatin i.p. uygulandig1 deney gruplarinda giinlere gore ortalama viicut agirligi degisim grafigi (n=10). Sonuglar ortalama +
SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore c: Diger deney gruplarina gére anlamli fark bulundu
(p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol : 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10
doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giline kadar giin agir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg
21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.glinden itibaren 21.giine kadar giin
asirt 5 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA
50 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin agir1 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon.)



Ehrlich assit hiicrelerinin inokiilasyonundan sonra 10.giinden itibaren tiimér doku
gelisimi gozlendi (Sekil 12). Deneyin 13. ve 15. giinlerinde Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol (p=0.043), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.046), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.011), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.008) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplarinda

tiimor doku biiylimesi anlamli bulundu.

Deney siiresinin 17.giliniinde tiimor doku artisi Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.011), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin
(p=0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.039) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Ayn1 zamanda EAC+5-FU 21 giin (p=0.007) ve EAC+5-FU 10 giin (p=0.008)
gruplarinda belirlenen tiimor doku gerilemesi de EAC Kontrol grubuna gore anlamli olarak

degerlendirildi.

Timor doku gelisiminin 19.giiniide EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10
giin (p=0.014), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.004) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.001) gruplarinda Sham kontrol grubuna gore tiimor dokusunda anlamli artig gézlenirken,
EAC+5-FU 21 giin (p=0.001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin
(p=0.045) gruplarinda EAC kontrol grubuna gére tiimor doku gerilemesi anlamli olarak ifade

edildi.

Deneyin sonlandirildig: 22.giinde tiimor doku gelisimleri Sham kontrol grubuna gore
EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.037), EAC+BA 100 mg/kg 10
giin (p=0.004), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.0001) anlaml artig gosterirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin
(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.002) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.016)
gruplarinda tiimor doku kiigiilmesi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica EAC+5-FU 10
giin grubunda gelisen tiimor dokunun EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.016) grubuna gore

gerilemesi de anlamli olarak belirlendi.
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Sekil 12. Bornil asetatin i.p. uygulandigi deney gruplarinda giinlere gére ortalama tiimor voliimii degisim grafigi (n=10). Sonuglar ortalama +

SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore c: Diger deney gruplarina gére anlamli fark bulundu
(p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol; EAC : 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 10 doz 5-FU
50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 giin: 11.glinden itibaren 21.giline kadar giin asir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 giin:
1.glinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5
doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin agir1 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 50
mg/kg 10 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon.)



Tiimor hiicrelerinin s.k. enjeksiyonuyla birlikte 10.glinden itibaren gelismeye baslayan
timor doku agirlig: fare agirliklarina yansimistir (Sekil 13). Deney siiresinin 9.giiniinde Sham
kontrol grubuna gore artis gésteren EAC kontrol (p=0.0001) grubunda anlaml1 artis belirlendi.
Buna karsilik EAC+5-FU 21giin (p=0.003) grubunda belirlenen agirlik kayb1 EAC kontrol
grubuna gore anlamli bulundu. EAC+5-FU 10 giin, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin, EAC+BA
100 mg/kg 10 giin, EAC+BA 50 mg/kg 21 giin ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplarina
karsihik EAC+5-FU 21 giin grubunda goézlenen agirlik azalisi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.005).

Deneyin 17.glinlinde Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA
100 mg/kg 21 giin (p=0.003), EAC+5-FU 100 mg/kg 10 giin (p=0.002), EAC+BA 50 mg/kg
21 giin (p=0.004) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.003) gruplarinda belirlenen artig anlamli
bulundu. Aynm1 zamanda EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda ortalama

viicut agirlii azalist EAC kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

21.giine gelindiginde Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA
100 mg/kg 21 giin (p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg
21 giin (p=0.002) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.001) gruplarinda fare viicut agirliklar
anlaml artis gosterirken, EAC kontrol grubuna gore EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-
FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21giin(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001)

gruplarinda agirlik azalisi istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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4.1.2. Bornil Asetatin Subkutan Uygulamalarinda Gruplar Arasi Hayvan Agirhiklarimin ve Tiimor Voliimiiniin Degerlendirilmesi

a
a b
b b b
L b ba a,b _ab b, c ba ab

1.GUN 9.GUN 17.GUN 21.GUN

40

35

a, b

30

2

Ortalama viicut agirhg (g)
5 & 8 &

(O]

o

W SHAM SK B EAC KNTRL (SK) B EAC 5FU 21 (SK) % EAC 5FU 10 (SK)
B EAC BA 100mg/kg 21 (SK) B EAC BA 100mg/kg 10 (SK)  WEAC BA50mg/kg 21 (SK) W EAC BA 50mg/kg 10 (SK)

Sekil 13. Bornil asetatin s.k. uygulandigi deney gruplarinda giinlere gore ortalama viicut agirligi degisim grafigi (n=10). Sonuglar ortalama +
SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore anlamli fark bulundu (p<0.005).
(Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10 doz 5-FU 50
mag/kg s.k. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 giin:
1.giinden itibaren 21 giin boyu giin agir1 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin agir1 5 doz
BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg
10 giin: 1.glinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 5 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon.)



Ehrlich assit hiicrelerinin inokiilasyonundan sonra 10.giinden itibaren tiimér doku
gelisimi gozlendi (Sekil 14). Deneyin 11 ve 13. giinlerinde Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol (p=0.0001) grubunda tiimdr doku artis1 anlamli bulunurken, EAC kontrol grubuna
gore EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001) EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10

giin (p=0.0001) gruplarinda tiimor doku kiigiilmesi anlamli bulundu.

Deney siiresinin 15. giliniinde tiimoér doku artis1 Sham kontrol grubuna gore EAC
kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.037) gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bulunurken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda
hesaplanan tiimor doku kiiciilmesi ise EAC kontrol grubuna goére anlamli olarak

degerlendirildi.

Deney siiresinin 17. giliniinde tiimoér doku artist Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.016) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.016) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ote yandan EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda belirlenen tiimor doku gerilemesi EAC kontrol

grubuna gore anlamli olarak degerlendirildi.

Tiimor doku gelisiminin 19.ve 21. giinlerinde EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50mg/kg 21 giin (p<0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10
giin (p<0.005) gruplarinda Sham kontrol grubuna gore tiimor dokusunda anlamli artis
gozlenirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.001), EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21
giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda EAC kontrol grubuna

gore timor doku gerilemesi istatistiksel olarak anlam ifade etmektedir.
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Sekil 14. Bornil asetatin s.k. uygulandigi deney gruplarinda giinlere gore ortalama tiimor voliimii degisim grafigi (n=10). Sonuglar ortalama +

SD olarak verildi a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna goére anlamli fark bulundu (p<0.05). (Sham:Negatif Kontrol;
EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin agir1 10 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon;
EAC+5-FU 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21giin: 1.giinden itibaren 21 giin
boyu giin agir1 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz BA 100 mg/kg s.k.

enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin agir1 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 10 giin: 1.giinden
itibaren 21 giin boyu giin asir1 5 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon.)



4.2. Serum Biyokimya Parametrelerinin Intraperitonel ve Subkutan Gruplar Arasi

Degerlendirilmesi
4.2.1. intraperitonel Gruplar Arasi Biyokimya Parametrelerinin Karsilastirilmasi

Calismada 5-FU ve BA’nin i.p. olarak uygulandig1 gruplarda, serum ALT ve AST
karaciger fonksiyonunun, BUN ise karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi
amaciyla incelendi (Tablo 12). AST diizeyi Sham kontrol grubuna gére EAC (p=0.0001),
EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin
(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda anlamli olarak yiiksek bulundu. Ayrica
AST diizeyi EAC Kontrol grubuna gére EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.015) grubunda
belirlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. EAC+5-FU 10 giin (p=0.001) grubunda
AST diizeyinin EAC+BA 100 mg/kg 10 giin grubuna gére anlamli azalig gosterdigi belirlendi.

Serum ALT diizeyi EAC kontrol grubuna gére EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.029)
grubunda anlamli yiiksek bulunurken, diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi.

Calismada yer alan i.p. gruplar arasinda serum BUN seviyelerinde anlamli farklilik

bulunamada.

Tablo 12. I.p. gruplara ait serum biyokimya sonuglar1 (n=10)

sHAM  EAC EAC+5-FU EAC+-FU EAC+BA  EAC+BA  EAC+BA  EAC+BA
21 giin 10gin  joomgkg 100mgkg  50mg/kg 50 mglkg

21 giin 10 giin 21 giin 10 giin

ALT 3734124 333499 372499 445188 428465  522£10.7° 492+19  46.3+118
(UL)
AST 28.846.1  68.746.3° 79.549.4%  62.5463%° 88.5423.7% 96.0416.2%0 78.0410.8% 83.5+13.5%
(UIL)

BUN 20.8+4.6  26.843.1  41.5+£20.4% 26.8+15.4 19.8+£3.0 20.3+2.8 20.3+1.4 17.5+0.5
(mg/dL)

Sonuglar ortalama + SD seklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol
grubuna gore, ¢: EAC BA 100 mg/kg 10 giin grubuna goére fark bulundu p<0.05.
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4.2.2. Subkutan Gruplar Arasi Biyokimya Parametrelerinin Karsilastirilmasi

5-Fluorourasil ve BA’nin uygulamalarinin s.k. olarak gerceklestirildigi gruplar
arasinda karaciger ve bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi serum AST, ALT ve BUN

seviyelerine gore yapildi (Tablo 13).

Aspartat aminotransferaz diizeyi Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol (p=0.0001),
EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21giin
(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda anlamli olarak yiiksek bulundu. Aym
zamanda EAC kontrol grubuna gore EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.001) ve EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda da anlamli artis gosterdi. Ayrica EAC+BA 100 mg/kg
21 giin ve EAC+BA 100 mg/kg 10 giin gruplarina gore sirastyla EAC+5-FU 21 giin (p=0.02)
ve EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.

Gruplar arasi serum ALT diizeylerinde istatistiksel anlamli fark bulunmazken, serum
BUN seviyeleri EAC kontrol ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplarina gore EAC+5-FU 10
giin (strastyla p=0.034 ve p=0.037) grubunda anlaml1 yiiksek bulundu.

Tablo 13. S.k. gruplara ait serum biyokimya sonuglart (n=10)

EAC+5-FU  EAC+5-FU EAC+BA EAC+BA EAC+BA EAC+BA
SHAM EAC

21 giin 10 giin 100 mg/kg 100 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
21 giin 10 giin 21 giin 10 giin

ALT 35.8+13.2  36.5+13.8  35.8£7.0 39.7+£9.9 42.2+10.1 52.0+£7.6 44.5+5.5 51.5¢7.3
(VL)
AST 27.7+4.8 66.8+6.2° 77.8£10.13¢  72.3+6.8%¢ 106.5426.6*°  108.7+12.2%°  91.0£17.9°  81.8+14.3%
(VL)
BUN 20.2+2.7 18.5+2.3 25.2+6.6 35.2421.7°¢  18.0+2.7 19.7£1.9 24.8+7.4 18.7£1.1
(mg/dL)

Sonuglar ortalama + SD seklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore , b: EAC Kontrol
grubuna gore, c: EAC BA 100mg/kg 21 giin grubuna gore ve d: EAC BA 100 mg/kg 10 giin
grubuna gore anlamli fark bulundu p<0.05.
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4.3. Tiimér Doku Numunelerinde Oksidatif Stres Parametrelerinin Intraperitoneal ve

Subkutan Gruplar Arasi Degerlendirilmesi

Calismada bornil asetatin i.p. ve s.k. uygulanmasimnin Ehrlich solid tiimér doku
numunelerinde oksidatif stres parametreleri {izerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
spektrofotometrik dlgiimler gerceklestirildi. Orneklerde oksidatif hasar; MDA, TOS ve TAS
Olgtimleri spektrofotometrik olarak belirlenirken, GPx, eNOS, NOX-I seviyeleri ELISA
teknigine dayali kitlerle gergeklestirildi.

4.3.1. intraperitoneal Gruplar Arasi Oksidatif Stres Parametrelerin Karsilastirilmasi

Analiz sonuglarina gore i.p. gruplar arast MDA, TOS, TAS, OSI, GPx, eNOS, NOX-

I protein ekspresyonlar1 karsilastirmali olarak Tablo 14°de ayr1 ayri verildi.
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Tablo 14. I.p. gruplara ait oksidatif stres belirteclerinin sonuglar1 (n=10)

Intraperitoneal Sham EAC EAC+5-FU EAC+5-FU EAC+BA EAC+BA EAC+BA EAC+BA
Uygulama 21 giin 10 giin 100 mg/kg 100 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
21 giin 10 giin 21 giin 10 giin
MDA
(nmol/mg protein) 27.949.1 62.3+9.92 31.7+13.0° 31.8+8.8° 23.3+5.9° 22.6+2.30 30.9+5.6° 25.6+4.1°
TOS
(umol hidrojen peroksit 32.8+15.8 129.2421.52 73.9+12.9° 71.7+24.0P 50.0+£21.0° 68.4+20.4° 79.9+16.620 85.5+26.02P
esdegeri/L)
TAS
(mmol troloks 0.73+0.04 0.44+0.122 0.75+0.04° 0.60+0.06"¢d 0.83+0.06° 0.88+0.06° 0.79+0.10° 0.78+0.07°
esdegeri/L)
oSl 4.5042.08 31.3+12.12 9.80+1.31° 11.78+3.42b 6.02+2.340 7.70+1.91° 10.08+0.95° 10.7242.57°
GPx
(ng/mg protein) 2.2040.94 0.80+0.102 1.65+0.84 1.73£0.31 1.64+0.55 0.92+0.162 1.134£0.38 1.05+0.092
eNOS
. 0.34+0.12 0.92+0.112 0.224+0.06° 0.23+0.07° 0.20+0.05" 0.14+0.022P 0.21+0.08° 0.1840.042b
(U/mg protein)
NOX-1
0.52+0.10 2.14+0.802 0.36+0.15° 0.47+0.12° 0.36+0.13° 0.28+0.07° 0.3240.12° 0.26+0.05P

(ng/mg protein)

Sonuglar ortalama + SD seklinde verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC kontrol grubuna gore, c: EAC BA 100 mg/kg 10 giin

grubuna gore, d: EAC BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore anlamli fark bulundu (p<0.05).
(Sham:Negatif Kontrol; EAC Kontrol: 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21 giin boyu giin asir1 10 doz 5-FU 50 mg/kg
i.p. enjeksiyon; EAC+5-FU 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 giin: 1.glinden itibaren
21 giin boyu giin asir1 10 doz BA 100 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz BA 100 mg/kg i.p.
enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 21 giin: 1.glinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 10 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 10 giin: 1.giinden itibaren
21 giin boyu giin asir1 5 doz BA 50 mg/kg i.p. enjeksiyon)



Tiimor doku numunelerinde ilaglarin i.p. uygulanmalar1 sonrasinda gruplar arasi
MDA seviyeleri EAC Kontrol grubunda (p=0.0001) Sham kontrol grubuna goére anlamli artig
gosterirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21
giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda EAC kontrol grubuna

oranla anlamli azalis gosterdi (Tablo 14).

Doku orneklerinde gruplar aras1 TOS seviyeleri Sham kontrol grubuna kiyasla EAC
kontrol (p=0.0001) grubunda istatistiksel anlamli artis gosterirken, EAC+5-FU 21 giin
(p=0.003), EAC+5-FU 10 giin (p=0.002), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC
BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.011), EAC+BA 50
mg/kg 10 giin (p=0.032) gruplarinda EAC kontrol grubuna oranla azaldigi bulundu. Ayrica
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.017) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0005) gruplarinda

Sham kontrol grubuna gore artiglar1 anlamli bulundu (Tablo 14).

Gruplar aras1 TAS seviyeleri Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol (p=0.0001)
grubunda anlaml1 artis gosterdi. Beklenildigi lizere 5-FU ve BA’nin uygulama siiresine ve
dozuna bagh olarak EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.039),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda
EAC kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli artis gézlendi. Ayrica EAC+5-FU
10 giin grubuyla kargilagtirildiginda EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001) ve EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.008) gruplarinda doza bagh olarak goriilen artig anlamli bulundu
(Tablo 14).

Toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyelerine gore hesaplanan OSI degeri de
gruplar arasinda anlamli farkliliklar gosterdi. Buna gore Sham kontrol grubuyla
kiyaslandiginda EAC kontrol (p=0.0001) grubunda belirlenen artig anlamli bulunurken, doza
ve uygulama siiresine gore farklilik gésteren EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10
giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001)

EAC kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli azalis bulundu (Tablo 14).

Tiimo6r doku numunelerinde gruplar aras1t GPx degerleri Sham kontrol grubuna gore
EAC kontrol (p=0.004), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.01) ve EAC+BA 50 mg/kg 10
giin (p=0.028) gruplarinda anlamli azalma gosterirken diger gruplar arasinda anlamli fark
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bulunamadi. Benzer sekilde GST seviyelerinde gruplar arasi herhangi bir anlaml fark

gbzlenmedi (Tablo 14).

Tiimor doku numunelerinde ilaglarin i.p. uygulanmalar1 sonrasinda doz ve
uygulanma siirelerine gore gruplar aras1 eNOS seviyeleri EAC kontrol grubunda (p=0.0001)
Sham kontrol grubuna gore anlamli artig gosteritken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001),
EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10
giin (p=0.0001) gruplarinda EAC kontrol grubuna oranla anlamli azalis gosterdi. Aym
zamanda EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.005) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.035)
gruplarinda da Sham kontrol grubuna gore belirlenen azalma istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Tablo 14).

Doku 6rneklerinde gruplar arast NOX-1 diizeyleri Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol (p=0.0001) grubunda anlamli artis gosterirken, EAC+5-FU 21giin (p=0.0001),
EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10
giin (p=0.0001) gruplarinda EAC kontrol grubuna nazaran azalma anlamli olarak

degerlendirildi (Tablo 14).
4.3.2. Subkutan Gruplar Arasi1 Oksidatif Stres Parametrelerin Karsilastirilmasi

Analiz sonuglarina gore s.k. gruplar arast MDA, TOS, TAS, OSI, GPx, eNOS, NOX-

I protein ekspresyonlar1 karsilagtirmali olarak Tablo 15°de ayr1 ayri verildi.
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Tablo 15. S.k. gruplara ait oksidatif stres parametre seviyeleri (n=10)

Subkutan Sham EAC EAC+5-FU EAC+5-FU EAC+BA EAC+BA EAC+BA EAC+BA
Uygulama 21 giin 10 giin 100 mg/kg 100 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
21 giin 10 giin 21 giin 10 giin
MDA 26.8+9.0 65.1+4.72 33.8+7.6° 32.7+8.0 24.6+8.0 25.7+7.3P 20.7+7.5° 28.9+6.6"
(nmol/mg protein)
TOS
(umol hidrojen peroksit 51.0£15.5 139.0+£21.32 66.0+£24.0° 68.0£30.2° 68.5£10.4° 75.5£9.4° 69.3£8.3° 84.1£35.6°
esdegeri/L)
TAS
(mmol troloks 0.90+0.03 0.54+0.062 0.72+0.07° 0.71+0.092 0.86+0.14b¢ 0.78+0.12° 0.89+0.03° 0.79+0.07°
esdegeri/L)
(O8] 5.72+1.88 25.7+£2.602 9.28+3.63° 10.06+5.29b 7.96+0.53P 9.78+0.95° 7.74+0.69° 10.42+3.75b
GPx 2.29+0.37 0.69+0.062 3.43+41.040¢ 1.83+0.47 2.01+0.89 1.25+0.41 1.75+0.54 1.32+0.33
(ng/mg protein)
eNOS 0.31+0.03 0.49+0.122 0.30+0.11° 0.23+0.02° 0.23+0.07°¢ 0.14+0.02° 0.13+0.05%P 0.23+0.06°
(U/mg protein)
NOX-1 0.52+0.11 1.93+0.222 0.65+0.11° 0.6140.09° 0.37+0.08° 0.22+0.05° 0.274+0.09° 0.3440.06°

(ng/mg protein)

Sonuglar ortalama + SD seklinde verildi. a Sham Kontrol grubuna gore, b EAC Kontrol grubuna gore, c: EAC+BA 100 mg/kg 10 giin grubuna

gore, d: EAC+BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore e: EAC+5FU 10 giin grubuna gore anlamli fark bulundu p<0.05.

(Sham:Negatif Kontrol; EAC : 0,5 mL EAC hiicresi s.k. enjekte edildi; EAC+5-FU 21 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin agir1 10 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon;
EAC+5-FU 10 giin: 11.gilinden itibaren 21.giline kadar giin asir1 5 doz 5-FU 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin
asir1 10 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 100 mg/kg 10 giin: 11.giinden itibaren 21.giine kadar giin asir1 5 doz BA 100 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 50
mg/kg 21 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 10 doz BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon; EAC+BA 50 mg/kg 10 giin: 1.giinden itibaren 21.giin boyu giin asir1 5 doz

BA 50 mg/kg s.k. enjeksiyon)



Timoér doku numunelerinde ilaglarin s.k. uygulanmalari sonrasinda doz ve
uygulanma siirelerine bagl olarak gruplar aras1t MDA diizeyleri EAC kontrol grubunda
(p=0.0001) Sham kontrol grubuna gore anlamli artis gosterirken, EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda EAC Kontrol grubuyla kiyaslandiginda belirlenen

azalig istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 15).

Calismada doku oOrneklerinde uygulanan doz ve siireye gore gruplar arast TOS
seviyeleri Sham kontrol grubuna nazaran EAC kontrol (p=0.0001) grubunda istatistiksel
anlamli artig gosterirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.003), EAC+5-FU 10 giin (p=0.002),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.007) gruplarinda
EAC kontrol grubuyla karsilastirildiginda gergeklesen azalma anlamli bulundu (Tablo 15).

Calisma kapsaminda belirlenen gruplar arasi TAS seviyeleri Sham kontrol grubuna
gore EAC kontrol (p=0.0001) grubunda anlamli artis gosterdi. Beklenildigi gibi 5-FU ve
BA’nin uygulama siiresine ve dozuna bagli olarak EAC+5-FU 21 giin (p=0.036), EAC+5-
FU 10 giin (p=0.038), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10
giin (p=0.002), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.002) gruplarinda EAC kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi.
Ayrica EAC+BA 100 mg/kg 10 giin grubuyla karsilastirildiginda EAC+BA 100 mg/kg 21
giin (p=0.048) grubunda uygulanma stiresine bagli olarak istatistiksel anlamli artis goriildii

(Tablo 15).
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Toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyelerine gore hesaplanan OSI degeri de
gruplar arasinda anlamli fark gosterdi. Buna gore Sham grubuyla kiyaslandiginda EAC
kontrol (p=0.0001) grubunda belirlenen artig anlamli bulunurken, doza ve uygulama siiresine
gore farklilik gosteren EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda

belirlenen azalma EAC kontrol grubuna nazaran anlamli olarak degerlendirildi (Tablo 15).

Tiimor doku numunelerinde gruplar aras1t GPx degerleri Sham kontrol grubuna gore
EAC Kontrol (p=0.035), grubunda anlamli azalma gdosterdi. Ayrica EAC kontrol ve
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin gruplariyla karsilastirildiginda EAC+5-FU 21 giin (sirasiyla
p=0.0001 ve p=0.023) grubunda belirlenen artis istatistiksel olarak anlamliyken, EAC+5FU
10 giin, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin, EAC+BA 100 mg/kg 10 giin, EAC+BA 50 mg/kg 21
giin ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplar1 arasinda anlamli fark bulunamad:i (Tablo 15).

Timoér doku numunelerinde ilaglarin i.p. uygulanmalar1 sonrasinda doz ve
uygulanma stirelerine gore gruplar aras1 eNOS seviyeleri Sham kontrol grubuna gére EAC
kontrol grubunda (p=0.023) anlamli artig gosterirken, EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.036)
grubunda anlamli azalig gosterdi. Ayrica EAC kontrol grubuyla karsilagtirildiginda EAC+5-
FU 21 giin (p=0.022), EAC+5-FU 10 giin (p=0.01), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.036), EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda belirlenen azalma anlamli kabul edildi. Aym
zamanda uygulanan ilaca géore EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.036) grubunda EAC+5-

FU 21 giin grubuna gore belirlenen azalig anlamli bulundu (Tablo 15).

Doku 6rneklerinde gruplar arast NOX-1 diizeyleri Sham kontrol grubuna gére EAC
Kontrol (p=0.0001) grubunda anlamli artis gosterirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001),
EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 10
giin (p=0.0001) gruplarinda EAC Kontrol grubuna nazaran goriilen azalma istatistiksel

anlamli olarak degerlendirildi (Tablo 15).
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4.4. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin Intraperitonel ve Subkutan Gruplar

Aras1 Apoptotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Calismada BA’nin i.p. ve s.k. gruplar arasi Ehrlich solid tim6r doku numuneleri
lizerine apoptotik hiicre 6liimi etkisinin degerlendirilmesi amaciyla western blot analiz
yontemi uygulandi. Bu amagla Bax, Bcl-2 ve Cas-3 proteinleri kullanild1. lgili proteinlere
ait membran gorlintlileri ve proteinlerin n=6 {izerinden ortalama bant yogunluklar

hesaplanarak hazirlanan grafikler Resim 8-10’da verildi.

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulanmalar1 neticesinde gruplar aras1 Bax protein
seviyeleri Sham ve EAC kontrol gruplarina kiyasla EAC+5-FU 21 giin (sirastyla p=0.0001
ve p=0.0001) grubunda, EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001 ve p=0.013) grubunda, EAC+BA
100 mg/kg 21 giin (p=0.0001 ve p=0.0001) grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0001 ve p=0.004) grubunda, EAC+BA 50 mg/kg 21giin (p=0.0001 ve 0, 002) grubunda
anlamli artig gosterdi. Ayrica Sham kontrol grubuna gére EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.003) grubunda anlaml1 yiiksek bulundu (Resim 8).

Bax protein ekspresyon diizeyleri s.k. gruplar aras1t Sham ve EAC kontrol gruplarina
kiyasla EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.019 ve 0,0001) grubunda anlaml artis gosterirken,
EAC+5-FU 10 giin, EAC+BA 100 mg/kg 10 giin, EAC+BA 50 mg/kg 21 giin ve EAC+BA
50 mg/kg 10 giin gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlemlenmedi (Resim 8).
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Resim 8. 1.p. ve s.k. gruplar aras1 BAX protein seviyelerinin western blot analiz sonugclar1 (n=6). A) Bax proteini western blot bantlari.
B) Western blot bant yogunluklarina goére i.p. gruplar arast BAX protein seviyeleri grafigi C) Western blot bant
yogunluklarina gore s.k. gruplar arast BAX protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham
Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore anlamli fark bulundu (p<0.05).



Intraperitonel gruplar aras1 Bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri EAC kontrol
grubunda (p=0.0001) Sham kontrol grubuna gore artis gosterirken, EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001) grubunun, EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 100 mg/kg 21
giin (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001) grubunun, EAC+BA 50
mg/kg 21 giin (p=0.0001) grubu EAC kontrol grubuna gore artis1 istatistiksel olarak anlaml
bulundu (Resim 9).

Subkutan gruplar arasi1 Bcl-2 seviyeleri Sham kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
EAC kontrol (p=0.0001) grubunda yiiksek bulunurken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001),
EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100
mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg
10 giin (p=0.0001) gruplarinda da EAC kontrol grubuna gére yiiksek bulundu (Resim 9).
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Resim 9. L.p. ve s.k. gruplar aras1 Bcl-2 protein seviyelerinin western blot analiz sonuclar1 (n=6). A) Bcl-2 proteini western blot
bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar aras1 Bcl-2 protein seviyeleri grafigi. C) Western blot bant
yogunluklarina gore s.k. gruplar arasi Bcl-2 protein seviyeleri grafigi Sonuglar ortalama = SD olarak verildi. a: Sham
Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore anlamli fark bulundu (p<0.001).



Bax ve Bcl-2 protein seviyelerine gore i.p. gruplarda Bax/Bcl-2 oranlamasi
yapildiginda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. EAC kontrol (p=0.024)
grubu Sham kontrol grubuna gére anlamli artis gosterdi. Sham ve EAC kontrol gruplarina
gore EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001 ve p=0.0001) grubu, EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001 ve
p=0.0001) grubu, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001 ve p=0.0001) grubu, EAC+BA
100 mg/kg 10 giin (p=0.008 ve p=0.0001) grubu (p=0.0001 ve 0.0001) grubun, EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.014 ve p=0.0001) grubu anlaml1 yiiksek bulundu. Ayrica EAC+5-FU
10 giin ve EAC+BA 50 mg/kg 21 giin gruplarina kiyasla EAC+5-FU 21 giin (sirasiyla
p=0.0001 ve p=0.0001) grubunda Bax/Bcl-2 protein seviyeleri artis gosterdi. Benzer sekilde
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin gruplarina gére EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (sirastyla p=0.0001 ve p=0.0001) gruplarinda yiiksek bulundu (Sekil 15).
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Sham EAC EAC+5-FU EAC+5-FU EAC+BA EAC+BA EAC+BA EAC+BA
21 giin 10giin  100mg/giin 100mg/giin 50mg/giin  50mg/giin
21gin 10 giin 21gin 10 glin

Sekil 15. Western blot bant yogunluklarina gére i.p. gruplar arast BAX/Bcl-2 protein
seviyeleri orani grafigi. Sonuclar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham Kontrol
grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gére anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Bax protein seviyelerinin Bcl-2 protein seviyelerine oranina gore de s.k. gruplar arasi
anlamli fark bulundu. Buna gore Bax/Bcl-2 diizeyleri Sham ve EAC kontrol gruplarina
kiyasla EAC+5-FU 21 giin (p=0.008 ve p=0.001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.001ve p=0.001),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0021 ve p=0.002) gruplarinda anlamli artis gosterdi. Ayrica EAC+BA 50 mg/kg 21
giin (p=0.039) grubunda Bax/Bcl-2 oran1 EAC kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (Sekil

16).
2
| I
A -

BAX/ Bcl-2
w

Sham EAC+5-FU  EAC+5-FU EAC+BA EAC+BA EAC+BA EAC+BA
21 glin 10giin  100mg/giin 100mg/giin  50mg/giin  50mg/giin
21 giin 21 glin 21 giin 10 giin

Sekil 16. Western blot bant yogunluklarina gore s.k. gruplar arasi BAX/Bcl-2 protein
seviyeleri oran1 grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham Kontrol
grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore anlamli bulundu (p<0.05).

Intraperitonel gruplar aras1 ProCas-3 seviyelerinde istatistiksel fark bulunmazken,
aktif cas-3 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Sham ve EAC kontrol
gruplarina gore EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001 ve p=0.035), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin
(p=0.0001 ve p=0.041) gruplarinda Cas-3 protein ekspresyonlarinda artis goézlendi. Ayni
zamanda EAC+5-FU 10 giin (p=0.008), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.002) gruplarinda da Sham

kontrol grubuna nazaran artis bulundu (Resim 10).

Prokaspas-3 protein ekspresyon seviyelerinde s.k. gruplar arasi anlamli farklilik
gdzlenmezken, aktif Cas3 protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu.

Buna goére Sham ve EAC kontrol gruplarina gore EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001 ve p=0.013)
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grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001 ve p=0.039) grubunda Cas-3 protein
seviyeleri yiiksek bulundu. Ayni1 zamanda EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001) grubu, EAC+BA
100 mg/kg 10 giin (p=0.001) grubu, EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 50
mg/kg 10 giin (p=0.0001) grubu Cas-3 protein seviyeleri Sham grubuna gore anlamli artis
gosterdi (Resim 10).
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Resim 10.

L.p. ve s.k. gruplar aras1 ProCas-3 ve Cas-3 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) Cas-3 proteinlerinin
western blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar aras1 ProCas-3/Cas-3 protein seviyeleri grafigi. C)
Western blot bant yogunluklarina gore s.k. gruplar arasi ProCas-3/Cas-3 protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama + SD
olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna goére anlamli fark bulundu ( p<0.05).



4.5. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin intraperitonel ve Subkutan Gruplar

Arasi Hiicre Dongiisii Kontroliiniin Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda Ehrlich solid tiimor doku numunelerinde hiicre dongiisii
kontroliiniin degerlendirilmesi amaciyla gruplar aras1 pS3 ve p21 protein ekspresyonlari
degisimleri western blot ydntemiyle analiz edildi. ilgili proteinlere ait membran goriintiileri
ve proteinlerin n=6 lizerinden ortalama bant yogunluklar1 hesaplanarak hazirlanan grafikler

Resim 11 ve Resim 12 de verildi.

Western blot analizi sonucunda elde edilen bant yogunluklarina gére 5-FU ve BA’nin
1.p. olarak uygulandig1 gruplar arasinda p53 protein seviyelerinde istatistiksel olarak fark
bulundu. Buna gore Sham ve EAC kontrol gruplariyla karsilastirildiginda EAC+5-FU 21
glin (p=0.0001 ve p=0. 0001) grubunda, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.001 ve p=0.001)
grubunda p53 ekspresyonu anlamli yiiksek bulundu. Ayrica p53 protein diizeyinin EAC BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.039) grubunda EAC kontrol grubuna gore artisi, EAC+5-FU 21 giin
(p=0.001 ve p=0. 022) grubunda EAC+5-FU 10 giin ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin

gruplarina gore artis1 anlamli bulundu (Resim 11).

Bornil asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulandigi timér doku numunelerinde p53 protein
ekspresyonlart Sham ve EAC kontrol gruplariyla kiyaslandiginda EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.001ve p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg
21 giin (p=0.003 ve p=0.001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.002 ve p=0.001), EAC+BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.018 ve p=0.006) gruplarinda anlamli olarak yiiksek bulundu.
(Resim 11).
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Resim 11. 1.p. ve s.k. gruplar aras1 p53 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) p53 proteinlerinin western blot
bantlar1. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar arasi1 p53 protein seviyeleri grafigi. C) Western blot bant
yogunluklarina gore s.k. gruplar aras1 p53 protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi a: Sham Kontrol
grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore, c: EAC+5-FU 10 giin grubuna gore, d: EAC+BA 50mg/kg 21giin grubuna
gore anlamli fark bulundu (p<0.05).




Intraperitonel BA ve 5-FU uygulanan gruplar arasi p21 protein ekspresyon
diizeylerinde Sham ve EAC kontrol gruplarina kiyasla EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001 ve
p=0.0001) grubunda, EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001 ve p=0.001) grubunda, EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (p=0.011 ve p=0.02), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.015 ve p=0.027)
grubunda artig gézlendi. Ayni zamanda EAC+5-FU 21 giin (p=0.045) grubu EAC+BA 50
mg/kg 21 giin grubuyla karsilastirildiginda ve EAC+5-FU 10 giin (p=0.024) grubu EAC+BA
50 mg/kg 10 giin grubuyla karsilastirildiginda p21 protein diizeyleri anlamli artis gosterdi
(Resim 12).

Subkutan gruplar arast p21 protein ekspresyon diizeyleri EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001 ve p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.002 ve p=0.014), EAC+BA 100 mg/kg
21 giin (p=0.041 ve p=0.039), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.037 ve p=0.037)
gruplarinda sirastyla Sham ve EAC kontrol gruplarina gore anlamli yiiksek bulundu (Resim

12).
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Resim 12. 1.p. ve s.k. gruplar aras1 p21 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) p53 proteinlerinin western blot bantlar1.
B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar aras1 p21 protein seviyeleri grafigi. C) Western blot bant yogunluklarina
gore s.k. gruplar aras1 p21 protein seviyeleri grafigi). Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gére, b:
EAC Kontrol grubuna gore, c: EAC+BA 50 mg/kg 21 giin grubuna gore, d: EAC+BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore anlamli

fark bulundu (p<0.05).



4.6. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin intraperitonel ve Subkutan Gruplar

Arasi Inflamasyonun Degerlendirilmesi

Tamamlanan tez ¢alismasinda EAC solid tiimér modelinde 5-FU ve BA’nin i.p. ve
s.k. uygulamalarinin inflamasyon tizerine etkisinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi
amaciyla NF-kB protein ekspresyon analizi n=6 iizerinden western blot ydntemiyle
gerceklestirildi. Elde edilen verilerine gore i.p. ve s.k. gruplar arast NF-kB protein
ekspresyon goriintiileri ve western blot bant yogunluklarina gore olusturulan bar grafigi

Resim 13°de verildi.

Intraperitonel uygulanan NF-kB protein ekspresyon seviyeleri Sham kontrol grubuna
gore EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001) grubunda anlaml artis gosterirken, EAC+5-FU 21 giin
(p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve
EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001) gruplarinda EAC kontrol grubuna gore yiiksek
bulundu (Resim 13).

Bornil asetat ve karsilagtirmali olarak 5-FU’nun s.k. olarak uygulandigi gruplar
arasinda EAC Kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.04) gruplarinda NF-
kB protein ekspresyon diizeyleri Sham grubuna goére anlamli artis gosterdi. Ayrica EAC
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin
(p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0001), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.001)
gruplarinda da anlamli artis bulundu (Resim 13).
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Resim 13. 1.p. ve s.k. gruplar aras1t NF-xB protein seviyelerinin western blot analiz sonuclar1 (n=6). A) NF-kB proteinlerinin western
blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar aras1t NF-kB protein seviyeleri grafigi. C) Western blot
bant yogunluklarina gore s.k. gruplar arasi NF-kB protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi a: Sham
Kontrol grubuna goére, b: EAC Kontrol grubuna gore, c: EAC+BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore anlamli fark bulundu

(p<0.05).



4.7. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin intraperitonel ve Subkutan Gruplar

Arasi Antioksidan Kapasitenin Degerlendirilmesi

Calismada EAC tiimor modelinde BA’nin ve karsilastirmali olarak 5-FU’nun i.p. ve
s.k. gruplar aras1 antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla Nrf2 protein seviyeleri n=6
lizerinden western blot ydntemiyle tayin edildi. Ilgili gruplarm bant gériintiileri ve bant

yogunluklarina gore elde edilen bar grafikleri Resim 14’de verildi.

Gruplar arasi i.p. uygulanma yoluna ve siiresine gore Nrf2 protein ekspresyon
seviyeleri EAC Kontrol (p=0.0001) grubunda Sham kontrol grubuna gore yiiksek
bulunurken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.032), EAC+5-FU 10 giin (p=0.003), EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (p=0.006), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.019) ve EAC BA 50 mg/kg 21
giin (p=0.006) gruplarinda EAC kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
yiiksek bulundu (Resim 14).

Subkutan gruplar arasit Nrf2 protein ekspresyon diizeyleri Sham kontrol grubuna
kiyasla EAC kontrol (p=0.0001), EAC+5-FU 10 giin (p=0.041), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin
(p=0.027) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.008) gruplarinda anlaml artis gosterdi. Ayni
zamanda EAC+5-FU 21 giin (p=0.007), EAC+5-FU 10 giin (p=0.014), EAC+BA 100 mg/kg
21 giin (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.008) ve EAC+BA 50 mg/kg 21 giin
(p=0.021) gruplarinda Nrf2 protein seviyeleri EAC kontrol grubuna gére anlamli yiiksek
bulundu (Resim 14).
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Resim 14. 1.p. ve s.k. gruplar aras1 Nrf2 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) Nrf2 proteinlerinin western blot
bantlar1. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar arasi NF-kB protein seviyeleri grafigi. C) Western blot bant
yogunluklarina gore s.k. gruplar arast Nrf2 protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham
Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna gore, c: EAC+BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore anlaml farki gosterir
(p<0.05).




4.8. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin intraperitonel ve Subkutan Gruplar

Arasi Anjiyogenezin Degerlendirilmesi

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. ve s.k. olarak uygulandigi gruplar arasinda EAC tiimor
modelinde anjiyogenezin belirlenmesi amaciyla VEGF ve MMP-9 protein ekspresyonlari
n=6 lizerinden western blot yontemiyle 6l¢iildii. Bant yogunluklarina gore elde edilen bar

grafigi ve bant goriintiileri ise Resim 15 ve Resim 16°da verildi.

Borni asetat ve 5-FU’nun gruplar arasi i.p. uygulanma yollarina gére VEGF protein
ekspresyonu EAC kontrol (p=0.0001) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.003) gruplarinda
Sham grubuna kiyasla artis gdsterirken, EAC+5-FU 21 giin (p=0.0001) ve EAC+5-FU 10
giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin
(p=0.0001), EAC BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.0001)
gruplarinda EAC kontrol grubuna gore arttig1 gézlendi (Resim 15).

Subkutan gruplar arasi VEGF protein diizeyleri Sham kontrol grubuyla
karsilastirildiginda EAC kontrol (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.013) gruplarinda
anlamli artis goriiliirken, EAC+5FU 21 giin (p=0.0001), EAC+5FU 10 giin (p=0.0001),
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.0001), EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.015), EAC+BA
50 mg/kg 21 giin (p=0.0001) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin (p=0.001) gruplarinda da EAC

kontrol grubuna gére anlamli artig bulundu (Resim 15).
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Resim 15. 1.p. ve s.k. gruplar aras1 VEGF protein seviyelerinin western blot analizi sonuglar1 (n=6). A) VEGF proteinlerinin western
blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar arast NF-«xB protein seviyeleri grafigi. C) Western blot
bant yogunluklarina gore s.k. gruplar arast VEGF protein seviyeleri grafigi). Sonuglar ortalama = SD olarak verildi. a:
Sham Kontrol grubuna gore, b: EAC Kontrol grubuna goére anlamli fark bulundu (p<0.05).




Matriks metalloproteinaz-9 protein diizeyleri i.p. gruplar arasinda Sham grubuyla
karsilastirildiginda EAC kontrol (p=0.002) grubunda yiiksek bulunurken, EAC+5-FU 21
giin (p=0.016) ve EAC+5-FU 10 giin (p=0.021), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.042),
EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.019), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.046) ve EAC+BA
50 mg/kg 10 giin (p=0.015) gruplarinda EAC kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (Resim
16).

Gruplar aras1t MMP-9 protein ekspresyonlar1 s.k. Sham grubuna gore EAC kontrol
(p=0.0001) grubunda anlamli yiiksek bulundu. Ayrica EAC+5FU 21 giin (p=0.001),
EAC+5FU 10 giin (p=0.002), EAC+BA 100 mg/kg 21 giin (p=0.003), EAC+BA 100 mg/kg
10 giin (p=0.032), EAC+BA 50 mg/kg 21 giin (p=0.002) ve EAC+BA 50 mg/kg 10 giin
(p=0.006) gruplarinda da EAC kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterdi (Resim
16).
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Resim 16. I.p. ve s.k. gruplar aras1 MMP-9 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) MMP-9 proteinlerinin
western blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar arast MMP-9 protein seviyeleri grafigi.
C) Western blot bant yogunluklarina gére s.k. gruplar arast MMP-9 protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama +
SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gére, b: EAC Kontrol grubuna gére anlamli fark bulundu (p<0.05).



4.9. Tiimor Doku Numunelerinde Bornil Asetatin i.p. ve s.k. Gruplar Arasi Otofajinin

Degerlendirilmesi

Bornil asetat ve 5-FU’nun i.p. ve s.k. olarak uygulandigi gruplar arasinda EAC tiimor
modelinde otofaji seviyelerinin belirlenmesi amaciyla LC3II/I ve Beclin-1 protein
ekspresyonlar1 n=6 iizerinden western blot yontemiyle ol¢iildii. Bant yogunluklarina gore

elde edilen bar grafikleri ve bant goriintiileri Resim 17 ve Resim 18’de verildi.
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Resim 17. I.p. ve s.k. gruplar aras1 LC3II/LC3I protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) LC3II/LC3I
proteinlerinin western blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gére i.p. gruplar arasit LC3II/LC3I protein
seviyeleri oran1 grafigi. C) Western blot bant yogunluklarina gore s.k. gruplar arast1 LC3II/LC3I protein seviyeleri
grafigi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gére anlamli fark bulundu (p<0.05).



Beclin-1 protein diizeyleri i.p. gruplar arasinda Sham ve EAC Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda EAC+5-FU 21 giin (sirasiyla p=0.001 ve p=0.016), EAC+BA 100 mg/kg
21 giin (sirastyla p=0.001 ve p=0.012) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.005) gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli artis gbzlendi (Resim 17).

Intraperitonel uygulamali gruplar aras1t BECLIN-1 ekspresyonunun Sham ve EAC
Kontrol gruplarina gére EAC+5-FU 21 giin (sirastyla p=0.004 ve p=0.035), EAC+BA 100
mg/kg 21 giin (sirastyla p=0.002 ve p=0.035) ve EAC+BA 100 mg/kg 10 giin (p=0.016)

gruplarinda hesaplanan artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (Resim 17).
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Resim 18. i.p. ve s.k. gruplar aras1 Beclin-1 protein seviyelerinin western blot analiz sonuglar1 (n=6). A) Beclin-1 proteinlerinin
western blot bantlari. B) Western blot bant yogunluklarina gore i.p. gruplar arast BECLIN-1 protein seviyeleri grafigi.
C) Western blot bant yogunluklarina gére s.k. gruplar arast BECLIN-1 protein seviyeleri grafigi. Sonuglar ortalama
+ SD olarak verildi. a: Sham Kontrol grubuna gore anlamli fark bulundu (p<0.05).




4.10. Intraperitonel ve Subkutan fla¢c Uygulama Yollarina Bagh Olarak Tiimér Capi
Degerlendirilmesi

Calismada BA ve 5-FU s.k. ve i.p. olmak iizere 2 farkli yolla tiimor hedefli olarak
uygulanmistir. Bu baglamda tiimoér ¢api ylizde azalma degerleri karsilagtirildiginda s.k.
olarak uygulanan EAC+5-FU 21 giin, EAC+BA 100 mg/kg 21 giin ve EAC+BA 50 mg/kg
10 giin gruplarmin i.p. uygulanan es deger gruplarinda belirlenen azalma anlamli bulundu

(p<0.005) (Sekil 17).
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Sekil 17. BA ve 5-FU uygulamalarinin i.p. ve s.k. gruplar aras1 % tiimor voliimii sonuglart.
Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. a: Aym ilacin Intraperitoneal
Intraperitoneal uygulamasina gore anlamli fark bulundu (*p<0.005; #p<0.001).

4.11. Histopatolojik Degerlendirme
4.11.1. Tiimér Doku Numunelerinde Bornil Asetatin intraperitonel ve Subkutan
Gruplar Arasi Histopatolojik Degerlendirilmesi

Bornil asetatin i.p. ve s.k. olrak uygulandig1 gruplarda kas ve tiimdr dokularinin
histolojik incelemesinde, saglikli Sham kontrol gruplarinda (i.p. ve s.k.) iskelet kaslarinda
belirgin sinirlt normal kas lifleri ve periferik yerlesimli ¢ekirdekler goriildii. Aksine, EAC
timdr kontrol gruplarinda (i.p. ve s.k) iskelet kaslari, birka¢ dagiik apoptotik hiicre ve
kiigiik nekroz alanlar ile tahrip edilmis kas lifleri arasina sizan belirgin derecede canli ve

nodiillerden olusan infiltre tlimor hiicrelerinden olusan tabakalar goriildii. Hem i.p. hem de
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s.k. uygulamalarda 21 giin deney siiresince iki giinde bir toplam 10 doz 5-FU 50 mg/kg
enjekte edilen farelerin iskelet kaslarinda belirgin bicimde hasar gérmiis, diizensiz, belirsiz
hiicre sinirlar1, apoptotik hiicreler ve belirgin derecede nekrotik alanlar tespit edildi. Benzer
sekilde tiimor hiicre inokiilasyonundan sonra 10.giin itibariyle 2 glinde bir toplam 5 doz
uygulanan 5-FU 50 mg/kg gruplarinda EAC+5-FU 21 giin gruplarina nazaran daha az
nekrotik alan ve azalmis apoptotik hiicreler belirlendi. BA nin 21 giin siiresince 100 mg/kg
konsantrasyon ile toplamda 10 doz uygulandig1 gruplarimizda belirgin nekrotik alanlar,
daginik apoptotik canli tiimor hiicreleri ve daha belirgin hiicre sinirlarina sahip doku alanlar1
goriildii. BA’nin tiimdr inokiilasyonundan sonra 10.giin itibariyle toplamda 5 doz olarak
uygulandigr gruplarimizda EAC+BA 100mg/kg 21 giin gruplarimiza benzer sekilde
belirginlesmis sinirlara sahip hiicre sinirlarina sahip doku alanlari, daginik apoptotik tiimor
hiicreleri ve azalmis nekrotik alanlar bulundu. BA’ nin 50 mg/kg olarak 21 giin ve 10 giin
uygulandigi gruplarda 5-FU ve BA 21 giin/10 giin uygulamalarina nazaran daha kii¢iik
nekrotik alanlar, yogun canli ve sinirlar1 net olmayan, infiltre tiimor hiicre tabakalar1 gortildi
(Sekil 18- Sekil 21).

Bornil asetat ve 5-FU’nun s.k. ve ip. olarak uygulandigi gruplar birbirleriyle
karsilastirildiginda ise BA ve 5-FU’nun s.k. uygulandig1 gruplarin i.p. uygulama gruplarina

gore daha basarili etki goriilmiistiir.
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Sekil 18. Bornil Asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulamalarinin Ehrlich Timor Hiicreleri {izerine
etkilerinin histopatolojik goriintiileri. Nekrotik alan (N), Tiimdr hiicreleri (Diiz
Ok), Apoptotik Hiicre (Egri Ok). A: Sham Kontrol (x20), B: EAC Kontrol (x40),
C: EAC+5-FU 21 giin (x10), D: EAC+5-FU 10 giin (x20)

112



Sekil 19. Bornil Asetat ve 5-FU’nun i.p. uygulamalarinin Ehrlich Tiimor Hiicreleri
iizerine etkilerinin histopatolojik goriintiileri. Nekrotik alan (N), Timor
hiicreleri (Diiz Ok), Apoptotik Hiicre (Egri Ok). E: EAC+BA 100mg/kg 21
giin (x20), F: EAC+BA 100mg/kg 10 giin (x40), G: EAC+BA 50mg/kg 21
giin (x20), H: EAC+BA 50mg/kg 10 giin (x20)
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Sekil 20. Bornil Asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulamalarinin Ehrlich Tiim&r Hiicreleri tizerine
etkilerinin histopatolojik goriintiileri. Nekrotik alan (N), Tiimdr hiicreleri (Diiz

Ok), Apoptotik Hiicre (Egri Ok). A: Sham Kontrol (x20), B: EAC Kontrol (x20),
C: EAC+5-FU 21 giin (x10), D: EAC+5-FU 10 giin (x40)
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Bornil Asetat ve 5-FU’nun s.k. uygulamalarinda Ehrlich Timor Hiicrelerinin
histopatolojik goriintiileri. Nekrotik alan (N), Tiimor hiicreleri (Diiz Ok),
Apoptotik Hiicre (Egri Ok). E: EAC+BA 100mg/kg 21 giin (x10), F: EAC+BA
100mg/kg 10 giin (x10), G: EAC+BA 50mg/kg 21 giin (x20), H: EAC+BA
50mg/kg 10 giin (x40)

115



5. TARTISMA ve SONUC

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore kansere vakalar1 ve kansere bagli 6liim oranlar
giderek artmaktadir ve bu nedenle Akademik arastirmalarin ana odak noktasi olan kanserin
ortaya ¢ikis ve gelisim mekanizmalarinin derinlemesine arastirilmasi, tani ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi 6nem tagimaktadir (1, 25).

Tipta geleneksel kanser tedavisinde cerrahi girisim, kemoterapi, radyoterapi, hormon
replasmani ve immunoterapi temel tedavi yontemleridir (5). Fizyolojik dengeyi bozan
kemoterapotik tedavi siiresince birgok organ olumsuz etkilenir (8, 151). Son zamanlarda
hedefe yonelik terapiler, akilli kemoterapdtikler ve immiinoterapiler gibi yeni terapdtik
yontemler, geleneksel terapilerle kiyaslandiginda, kanser hastalarinin sag kalim oranlarini

kayda deger 6l¢iide artirmaktadir (7).

Klinik uygulamada kemoterapi protokolii; yaygin olarak oral kemoterapi ve
intravendz kemoterapi seklinde uygulanmaktadir. Intravendz kemoterapinin uygulanma
siiresinin uzun olmasi, kemoterapotigin etkinligini arttirmak amagli doz artiglarinin
metabolik olarak tolere edilememesiyle yogun yan etkilerin goriilmesi, ¢evre doku ve
organlarda hasarlara neden olmalari, hastanin giinliik yasantisini olumsuz yonde etkilemeleri
nedenleriyle yeni arayiglara egilim artmigtir (152). Literatiirde 6nemli bir yere sahip, hedef
ozgiilliigi ve potansiyeli yiiksek etkili terapétikler olan biyoterapotikler genellikle
intravendz, intramiiskiiler, intraperitonel veya subkutan enjeksiyonu aracili hastaya
verilirken, in vivo c¢aligmalarda dogal iiriinlerin oral ve intraperitonel yolla,
kemoterapoétiklerin  intraperitonel ve intravendz yollarla uygulamalarina sikca
rastlanilmaktadir (12, 13). Deneysel solid timdr modellerinde dogal firiinlerin ve
kemoterapotiklerin dogrudan tiimor etkilesimini amacglayan s.k. enjeksiyona ait ¢alismalar

ise siirhidir (15, 16, 153).

Kirk yili agkin bir slireden bu yana meme kanserinin de dahil oldugu pek ¢ok kanser
tiirliniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan en etkin kemoterap6tik ajanlardan biri olan 5-
FU, Timidilat sentaz enziminin inhibisyonu iizerinden hiicre siklus arrestini uyaran ve
hiicreyi apoptozise yonlendiren kemoterapotik bir ajandir (18, 154). Literatiirde 5-FU’nun
biyoyararlanimini ve timor hiicrelerindeki etkinlik siiresini arttirmak, olusabilecek yan
etkilerini de azaltmak amacli dogal iiriinlerle kombine tedavilere ait aragtirmalarin yani sira,

alternatif dogal iiriin arayislar1 da ayrica genis yer tutmaktadir (155). Calismamizda basarili
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bir kemoterap6tik ajan olmasindan dolay1 5-FU’yu, hedef molekiilimiiz BA’nin antikanser

etkinliginin ortaya konmasinda pozitif kontrol olarak sectik.

Dogal kaynaklardan tiiretilen bilesikler olarak tanimlanan dogal {irtinler, pek ¢ok
hastaligin tedavisinde terapotik fayda saglayabilecek farmakolojik ve biyolojik aktivitelere

sahip olmalar1 nedeniyle yeni ilaglarin gelisiminde potansiyel olusturmaktadirlar (17).

Farkli kiiltir ve geleneklerin kavsaginda yer alan Anadoluda yapilan flora
caligmalarinda, Kelkit ve ¢evresinde 1010 ¢esit bitkinin yetistigi ve bunlardan 137 bitkinin
endemik tiir oldugu belirtilmistir. Halk arasinda ‘yayla ¢igcegi— altin otu— 6lmez c¢igek’
isimleriyle bilinen Helichrysum armenium endemik tiirler arasinda yer almaktadir. Bitkinin
cicek ve yaprak kisimlarimin kromatografik esansiyel yag analizleri sonucunda limonen, a-
cadinol, borneol, 6-cadinen, bornil asetat ana bilesenlerinin varligi gosterilmistir (156). Bir
monoterpen olan ve anti-inflamatuar 6zelligiyle de literatiirde genis yer tutan BA’nin,
antitiimoral etkinligini gdsteren in vivo bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Buradan hareketle
calismamizda Ehrlich assit hiicreleri ile olusturulan solid tiimér modelinde BA’nin pozitif
kontrol olarak belirledigimiz 5-FU ile karsilastirmali olarak uygulanma dozuna (50 mg/kg
ve 100 mg/kg), uygulanma siiresine (21 giin ve 10 giin) ve uygulanma yoluna (s.k. ve i.p.)

bagli olarak antikanserojen etkisi incelendi.

Kanser arastirmalarinda biiyiik dneme sahip olan deneysel tiimor modelleri; allograft
modelleme, knockout fare modelleri, karsinojen uyarimli modelleme, hasta kokenli
xenograft modelleme olarak siniflandirilmaktadir (157). Allograft modelleme sinifinda yer
alan EAC bu alanda yaygim olarak kullanilmaktadir. Tlk kez disi bir farede spontan meme
adenokarsinomast olarak ortaya ¢ikan tliimoriin, Ehrlich ve Apolant tarafindan timor
parcalarinin fareden fareye transplante edilmesiyle deneysel timor olusturuldugu ve hayvan
sag kalim siirelerinin ise ortalama 21 ila 28 giin arasinda degiskenlik gosterebildigi
bilinmektedir (8). EAC tiimor hiicre silispansiyonunun s.k. olarak Ballb-c farelere
uygulanmasiyla olusturulan solid tiimoriin karakterize O6zelliklerinin basinda timor
agirhigiyla fare viicut agirlig1 arasindaki pozitif korelasyon gelmektedir (10). Boylece timor

voliimii degisimleri goreceli olarak kolayca belirlenebilmektedir.

Calismamizda tiimor hiicre inokiilasyonundan sonra 10.giin itibariyle 21.giine dek
gozlemlenebilen ortalama solid tiimoér voliimiiyle, ortalama fare viicut agirliklar1 arasi
degisim, i.p. ve s.k. uygulanma yollarina gore pozitif kontrol 5-FU ile karsilagtirmali olarak

degerlendirildi. {laglarin hem i.p. hem de s.k. uygulanmalarinda kemoterapétik ajan 5-FU
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uygulanan gruplar harig, diger tiim gruplarda Sham kontrol grubuna gore ortalama fare viicut
agirhgindaki artis, tiimdr voliimii artisina paralel, istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ote
yandan yaygin kullanimli kemoterapdotik ajan olan 5-FU’nun s.k. ve i.p. uygulamalarinda
fare viicut agirliklarinin, BA’nin uygulandigi tiim gruplarla karsilastirildiginda, EAC kontrol
gruplaria gore daha diisiik olmasi, pozitif kontrol olarak secilen 5-FU i¢in zaten beklenen
bir durumdu. Hassona ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri ¢alismada EAC solid timor
olusturulan farelerde sentetik bir bilesik olan Paladyum II [PdLCI].H20 kompleks
bilesiginin antitimdral o6zelligi Sisplatinle karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Caligmamizla dogrusal olarak EAC tiimor gelisimiyle artan fare viicut agirhiginin,
[PALCI].H20O’nun i.p. aracili uygulanan dozuna bagli olarak azaldigi belirtilmistir (158).
Ellethy ve arkadaslar1 yaptiklar1 g¢alismada anti-inflamatuar ilaglarin antikanserojen
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla olusturdugu EAC solid tlimér modelinde celecoxibi
(Cxb) kullanmistir. EAC solid tiimor olusumuna bagl olarak artan ortalama fare viicut
agirliklariin anti-inflamatuar Cxb’nin 10 giin siiresince i.p. olarak enjekte edilmesiyle

beraber anlamli diizeyde azaldig1 bildirilmistir (159).

Ehrlich assit karsinom solid tlimériin subkutan bir tiimér modeli olmasi nedeniyle
fare viicut agirliklariyla tiimor voliimleri arasindaki pozitif korelasyon bilinmektedir.
Literatiirde yapilan ¢aligmalara gore tedavi edilen gruplarda gozlenen agirlik azalisi, timor
voliim azalistyla paralellik gostermektedir. Gaballah ve arkadaslari olusturduklar1 EAC solid
tiimor modelinde 5-FU (20 mg/kg) ile karsilagtirmali olarak apigeninin antitiiméral etkisini
degerlendirmislerdir. Calisma verilerimizle orantili olarak EAC kontrol grubuna gore
Apigenin, 5-FU ve Apigenin + 5-FU kombinasyonlarinin i.p. uygulamalarinda timor
voliimiiniin anlamli derecede azaldigin1 bildirmislerdir (160). Benzer sekilde Amer ve
calisma grubu EAC solid tiimor modeli tizerine silibininin antikanser etkisini herhangi bir
kemoterapoétik ajanla karsilagtirmaksizin belirlemeyi amaglamislar ve EAC kontrol grubuna
gore silibininin tiimor voliimiinii anlamli derecede baskiladigini gdstermislerdir (161).
Literatiir verileriyle uyumlu olarak c¢alismamizda, EAC kontrol gruplarimizda 10.giin
itibariyle gelisen tiimdrle birlikte Sham kontrol grubuna gore ortalama fare viicut agirligi
artis gosterirken, 5-FU ve BA’nin i.p./s.k. uygulandig: tedavi gruplarinda timor voliimiiniin

azalmasiyla ortalama fare viicut agirligi da azalis gostermistir

Literatiirde hem EAC hiicrelerinin hem de tedavi amacli kullanilan bilesiklerin deney

gruplarinda karaciger ve bobrek dokulari iizerine genel etkilerinin degerlendirilmesi
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amaciyla serum ALT, AST ve BUN diizeylerinin 6lgiildiigii calismalar genis yer tutmaktadir.
Calismamizda i.p. ve s.k. ilag uygulamalar1 neticesinde AST diizeyleri Sham kontrol
grubuna gore diger tiim gruplarda artis gosterirken, ALT ve BUN seviyelerinde Sham
kontrol grubuna gore anlamli bir degisim gortilmemistir. Sonuglarimizla farklilik gosterecek
sekilde; daha 6nce Adami ve arkadaslarinin galistiklart deneysel modelde EAC solid tlimor
tizerine Capsicum annuum’un (CAP) antineoplastik etkisi metotreksat ile goreceli olarak
degerlendirilmistir. Deney gruplar1 arasi AST diizeylerinde Sham kontrol grubuna gore
belirlenen artis anlamli kabul edilirken, ALT seviyelerinde sadece CAP 100 mg/kg ve 150
mg/kg gruplarinda Sham kontrol grubuna gore anlamli artis gostermistir (146). Ayrica
Alharbi ve arkadaglarinin gergeklestirdigi baska bir ¢calismada EAC tiimo6r modeli {izerine
oral yolla verilen zencefil yaginin antiproliferatif etkisi belirlenmistir. AST, ALT ve BUN
seviyeleri Sham kontrol gruplarina gore artig gosterirken, zencefil yagi uygulanan gruplarda
anlamli fark belirlenememistir (162). Calismamizda dnceki literatiirlerden farkli olarak ALT
serum diizeylerinden bagimsiz olarak gozlenen AST yiiksekligi farenin uyluk bolgesinde
tutulum yapan s.k. EAC solid tiimdriiniin neden oldugu muhtemel kas doku hasariyla
iliskilendirilebilir.

Redoks dengesinin oksidanlar lehine kaymasi olarak tanimlanan oksidatif stresin
belirlenmesinde kullanilan biyobelirtegler 6nem arz etmektedir. EAC hiicreleriyle
olusturulan deneysel tiimor modellerinde oksidatif stresin Olcililebilmesi amaciyla

biyobelirteg olarak MDA, GPx, NOX-1 ve eNOS seviyeleri 6l¢iildi.

Malondialdehit, TOS, TAS ve OSI seviyeleri, tiimor proliferasyonunda oksidatif
stresin ve antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde etkin biyobelirtecler olarak
bilinmektedirler (163). Calismamizda EAC solid timdr modelinde EAC kontrol gruplarinda
artan MDA seviyeleri, uygulanma yollarina (i.p. ve s.k.), uygulanan doza (50 ve 100 mg/kg)
ve siirelerine (21 giin ve 10 giin) gore ayrilan tedavi gruplarinda anlaml diizeyde azalis
gostermistir. Ancak MDA diizeylerindeki azalis baz alindiginda, tedavi gruplari arasinda
anlamli farklhiliklar bulunamadi. Literatiirde EAC deneysel tiimor modeli lizerinde farklh
bilesiklerin anti-oksidan, antikanserojen, antiproliferatif 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla
MDA’ nin hedef alindig1 pek ¢ok ¢alisma yer almaktadir (164- 167). Mevcut ¢aligmalar bir
biitiin olarak ele alindiginda bizim calismamizla uyumlu olarak, EAC kontrol gruplarinda
anlaml olarak yiiksek bulunan MDA konsantrasyonlarinin tedavi amagh farkli bilesiklerin

(flavonoidler, sentetik bilesikler, kemoterapotik ajanlar gibi) uygulanmasiyla onemli
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seviyelerde azaldigi goriilmektedir. Ote yandan EAC kontrol grubunda timor
proliferasyonuna bagli olarak artan oksidatif stres, TOS ve OSI seviyelerinin yiikselmesine
neden olurken, TAS seviyelerinin azalmasina neden olmustur. BA’nin hem i.p hem de s.k.
uygulandig: tedavi gruplarinda ise TOS seviyelerinin azalirken, TAS seviyelerinin arttig1
ortaya konmustur. Hem pozitif kontrol 5-FU’nun hem de terapdtik etkinligi arastirilan
BA’nin uygulanma yollarina gore gruplar aras1 herhangi bir fark bulunamadi. Arastirmamizi
destekler nitelikte Meral ve ¢alisma grubu da EAC tim6r modelinde gergeklestirdikleri
caligmalarinda EAC kontrol grubunda artan TOS, OSI degerlerinin tedavi grubunda
azaldigin1 belirtirken, kontrol grubunda azalan TAS seviyelerinin ise tedavi grubunda
arttigini bildirmislerdir (168). Sekonder metabolitlerinin oksidatif stresi azaltma kabiliyetleri
radikal temizleme, metal iyonlarimi selatlama ve antioksidan sistemi aktive edebilme
potansiyellerine atfedilmektedir (169). Calismamiz kapsaminda EAC solid timor modelinde
pozitif kontrol olarak 5-FU ve tedavi amag¢li BA’nin uygulanma dozlarina, yollarina ve
stirelerine bagli olarak Nrf2 gen aktivasyonu {lizerinden GPx gibi antioksidan enzim
kapasitelerini arttirarak tlimor proliferasyonuyla yiikselen MDA diizeylerini azalttiklart

distiniilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baskilayan GPx, enzimatik antioksidan
savunma sistemleri arasinda yer almaktadir (129). Mevcut arastirmada literatiire benzer
olarak Sham kontrol grubuna gére EAC kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalan GPx antioksidan enzim seviyelerinin, pozitif kontrol 5-FU ve terapotik aday
BA’nm i.p. ve s.k. uygulandig1 tedavi gruplarinda artis belirlendi. Ancak i.p. ve s.k. ilag
uygulanma yollarina, dozuna ve siiresine bagli olarak tedavi gruplarinda EAC kontrol
gruplarina gore GPx enzim konsantrasyonlarinda goreceli olarak artis saptansa da
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ote yandan s.k. olarak uygulanan 5-FU (50 mg/kg)
21 giin grubunda EAC kontrol grubuna gore GPx enzim konsantrasyonlar1 da istatistiksel
olarak anlaml yiiksek bulundu. Bu konu ile ilgili arastirmalarin ortak yonii EAC kontrol
gruplarinda azalan GPx enzim konsantrasyonlarinin, deney gruplarina tedavi hedefli
bilesiklerin uygulanmasiyla GPx konsantrasyonlarinin artmasidir (165, 170, 171). Basarili
antineoplastik etkisiyle kullanigh bir kemoterap6tik ajan olan 5-FU’nun GPx seviyelerinde
artiy gostermesi beklenen bir durumken, s.k. uygulanma yoluna goére GPx enzim
seviyelerinin belirlenen anlaml artigi; timor hedefli s.k. enjeksiyon yolunun sistemik etki
gosteren i.p. uygulama yoluna gore daha etkin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica

hiicresel GSH kullanarak ortamdaki H202’yi suya indirgeyen GPx, EAC proliferasyonunun
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artmasin1 takiben mevcut glutatyonun tiikenmesine ve substratinin (GSH) azalmasi
hasebiyle de kendi enzim konsantrasyonunun azalisina neden olabilmektedir. (165, 167,
172). Ote yandan EAC kontrol gruplarinda belirlenen GPx antioksidan enzim seviyesindeki
diisiis, tiimor biliylimesine paralel olarak tiimor hiicrelerinin GPx aktivitelerini inhibe

etmesiyle de iligkilendirilebilmektedir (166).

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidazlar aracili tiiretilen ROS, hiicresel
boliinme, farklilasma, anjiyogenez ve hiicre gogiinii de kapsayan bircok fizyolojik
fonksiyona sahiptir. Literatiirde tedavi edilemeyen insan karsinoma hiicre serilerinde NOX
izoformlarinin konsantrasyonlarinin artisina ait ¢aligmalara sik¢a rastlanmaktadir (173-
175). Kaynaklar ayrintili incelendiginde kolorektal, mide kanserleri ve baz1 adenokarsinom
formlarinda yiiksek NOX-1 ekspresyonu gozlemlenirken (136, 173, 176, 177), yumurtalik
kanseri, glioblastoma, melanom ve bobrek karsinomlarinda yiiksek NOX-4 ekspresyonu
gozlemlenmektedir (136, 175). Bunedenle, NOX' lar kanser tedavisinde potansiyel bir hedef
olarak belirlenmistir (178, 179). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak tedavi edilmeyen
EAC kontrol gruplarinda artan NOX-1 seviyelerinin tedavi gruplarinda anlamli seviyelerde
gdzlenen azalisi; i.p. ve s.k. aracili uygulanan 5-FU ve BA nin tiimor proliferasyonuyla artan
oksidatif stresi baskilayabilme kapasiteleriyle iliskilendirilmektedir. Ote yandan 5-FU ve
BA’nin i.p. olarak uygulandig1 gruplarda, s.k. olarak uygulandigi gruplara nazaran NOX-1
seviyelerinin kiyaslamali olarak daha yiiksek oranda baskilandigi tespit edilmistir. Bu
durumun i.p. uygulamanin s.k. ilag uygulama yoluna gore sistemik emilim oraninin ve
hizinin ¢ok daha yiiksek olmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Boylece pozitif kontrol
5-FU ve terapdtik aday BA’nin tedavi gruplarina i.p. aracili verilmesi ile timor gelisimine
bagli olarak artan metabolik ROS seviyeleri, s.k. uygulamaya gore daha etkin

konsantrasyonlarda baskilanmis olabilir.

Nitrik oksit sentazlar aracili sentezlenen NO, kanser hiicre fenotipinin
sekillenmesinde hiicre i¢i konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gosterir. Hiicrede NO
derisiminin azalis1 (180, 181), tiimor hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini1 destekleyen
anjiyogenezisi uyararak prokanserojen etkiye neden olabilecegi gibi yiiksek
konsantrasyonda NO varliginin ise apoptozu, nekrozu uyararak tiimor hiicre 6liimiine ya da
anjiyogenezisin inhibisyonuna neden olan antikanserojen etkiyi uyarabilmektedir (182,
183). Bu sebeple NO sentezinden sorumlu olan NOS izoformlari timér gelisiminde 6nemli

biyobelirtegler olarak kabul gormektedirler (137). Kilany ve arkadaslar1 meme kanseri
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hastalarindan topladiklar1 biyopsi orneklerinde eNOS konsantrasyonlarinin normal doku
orneklerine gore yiiksek seviyelerde oldugunu belirtmislerdir. eNOS aracili artan NO
araciligiyla da meme tiimor proliferasyonunun, anjiyogenezisin ve metastazinin arttiginin
bildirmislerdir (184). Benzer sekilde Sayed-Ahmad’in ekibiyle murin tiimor modeli tizerinde
NOS inhibitorleri hedefli yaptiklar1 ¢aligmada, tedavi uygulanmayan tiimor kontrol
grubunda artan eNOS enzim konsantrasyonuyla NO konsantrasyonu arasinda pozitif
korelasyon gozlenmis ve artan tiimor voliimii; eNOS-NO arasi iliskiye bagli olarak gelisen
yiksek ROS seviyeleriyle iliskilendirilmistir. Mevcut veriyi dogrular sekilde NOS
inhibitorlerinin kullanildigi gruplarda ise tiimor voliimiiniin azaldigini bildirmislerdir (185).
Calismamizda EAC kontrol gruplarinda gozlemledigimiz eNOS seviyelerindeki artis, i.p. ve
s.k. ila¢ uygulamalarinin gergeklestirildigi gruplar arasinda anlamli olarak azalis gosterdi.
Eldeki verilerle uyumlu olan bulgularimiz neticesinde tedavi uygulanmayan EAC kontrol
gruplarinda artan timor voliimii ve proliferasyonuna, eNOS aracili artttig1 bilinen NO’nun

pozitif katki sagladigi diigiiniilmektedir.

Tiimor gelisiminde ana yolaklardan biri olan apoptotik hiicre 6liimiinden kagis kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz c¢ogalmalartyla tiimoér proliferasyonuna, metastazina ve ilag
direncine hizmet etmektedir. Bu nedende apoptoz indiiksiyonu ve seviyesinin artirilmasi
hedefli yeni antikanser ajanlarin kesfi ¢caligmalarina olan ilgi giin gegtik¢e artmaktadir (170,
186). Hem in vitro insan karsinomlarinda (187- 189) hem de in vivo deneysel timor
modellerinde (190, 191) tedavi edilmeyen karsinom kontrol gruplarinda apoptotik hiicre
6liimiiniin baskilandig1, uygulanan deneysel bilesiklerle (kemoterapdtik ajan, dogal {irtinler,
sentetik molekiiller) apoptoz indiiksiyonunun ve seviyesinin arttigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmektedir. Mevcut literatiirle uyumlu olarak EAC tiimoér modelimizde 1.p. ve s.k. ilag
uygulamalarina, siirelerine ve dozlarina bagl olarak olusturulan tedavi gruplarimizda EAC
kontrol gruplarimiza gére western blot bant yogunluklarinda pro-apoptotik Bax ve Cas-3
seviyelerinde artig gozlenirken anti- apoptotik protein Bcl-2 konsantrasyonlarinda anlaml
azalis gozlendi. 5-FU ve BA’nin hem 1.p. hem s.k. uygulamalarinda uygulama dozu ve siiresi
kapsaminda sadece EAC kontrol gruplarina gore belirlenen azalis, BA’in pro- apoptotik
etkinliginin gostergesi olarak degerlendirildi. Anti-proliferatif etkinligiyle bilinen
kemoterapotik ajan 5-FU’nun kaspaz bagimli pro-apoptotik ozelligi de daha o6nce
gergeklestirilen karsinom calismalariyla paralellik gdstermektir (154,155,158,192). Ilaglarn
i.p. uygulamalarinin gergeklestirildigi tim gruplarda pro-apoptotik Bax protein bant

yogunluklar1 EAC kontrol ve Sham kontrol gruplarina gére anlamli artis gosterirken, s.k.
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uygulamalarinin gerceklestirildigi gruplarda sadece EAC+BA 100mg/kg 21 giin grubunda
Sham ve EAC kontrol gruplarina gore belirlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Literatiirde Bax ve Bcl-2 konsantrasyonlarinin modiilasyonu hedefli hiicre 6liim indikatorii
olarak Bax/Bcl-2 oranlamasina da sik¢a rastlanilmaktadir (193- 195). Buradan hareketle
EAC ve Sham kontrol gruplarna gore i.p. ve s.k. ilag uygulamalarinin gergeklestirildigi
gruplarda Bax/Bcl-2 oranindaki artigsa paralel olarak tiimor hiicreleri iizerinde BA’mn
uygulama siiresine, yoluna ve dozuna bagl olarak pro-apoptotik etki gosterdigi

diistintiilmektedir.

Hiicresel streste p53, hedef genleri uyararak DNA hasar onarimi, hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu ve apoptoz uyarimini kontro eden énemli bir molekiildiir. S6z konusu timor
baskilama genin, apoptoz uyarim fonksiyonu Bax gibi pro-apoptotik proteinleri
indiiklemesine dayandirilirken, hiicre dongiisiiniin diizenleyici elemani olarak hiicre
biliylimesinin inhibisyonu gorevi ise p21 proteinine atfedilmektedir (196). Literatiirde in
Vvitro ve in vivo tiimor modelleri tizerinde antikanserojen etkisi arastirilan molekiillerin, p53
protein ekspresyonunu arttirarak pro-apoptotik Bax proteininin aktivasyonu ile apoptotik
hiicre Oliimii aracili tiimor gerilemesini baglatabildiklerine dair pek c¢ok calisma ile
karsilagilmaktadir (191, 197- 199). Calismamizda elde edilen veriler incelendiginde EAC
kontrol gruplarina gore i.p. ve s.k. tedavi gruplarinda artan Bax/Bcl-2 orani, Cas-3 ve p53
proteinlerinin ekspresyonlar1 p53-apoptoz arasi iliskiyi ortaya koyan daha Onceki
aragtirmalar1 destekler niteliktedir. Ote yandan tedavi gruplari igin pozitif kontrol olarak ele
aldigimiz 5-FU’nun da elde edilen apoptotik uyarim basarisi, kemoterapétiklerin antitiimdral
etkilerini Bax, Bcl-2, p53 ve kaspaz proteinlerinin diizenlenmesini hedef alarak
gerceklestirdiklerinin - gostergesi olarak kabul edilebilir (191, 200). p53 tiimor
proliferasyonuna kars1 hiicre dongiisii diizenlenmesindeki roliinii bilhassa G1 kontrol noktas1
ve CDKs inhibisyonu araciligiyla gostermektedir (201- 203). Bir siklin bagimli kinaz
inhibitorii olarak kesfedilen p21 proteini hiicre dongiisii kontroliinde 6nemli bir aracidir
(204). p21 aym zamanda p53’ln hiicre dongiisii kontrol noktalarina miidahalesinde de
yardimc1 eleman roliindedir. p21°in p53 aracili indiiklenerek es zamanli CDKs
inhibisyonunu uyarmalari, p21’in timor supresor rolil i¢in ayr1 bir 6nem teskil etmektedir
(34, 204). Literatiirde in vitro insan kolon (205), ovaryum (206) ve meme (207) kanseri
caligmalarinda p53’iin p21 proteininin ekspresyonunu arttirarak hiicre dongiisiit CDK’larin
es zamanlt inhibisyonlar ile tiimor hiicre proliferasyonunun durdurularak tiimorgenesisi

baskilayabileceklerini bildirmektedirler. Caligmamizda EAC kontrol gruplarinda azalan p21
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ve p53 bant yogunluklarinin birbirlerine paralel olarak, i.p./s.k. tedavi gruplarinda anlaml
derecede arttig1 bulundu. Tedavi edilmeyen EAC kontrol gruplari tiimdr voliimlerinin,
pozitif kontrol 5-FU ve terapotik aday BA’mn i.p./ s.k. aracili uygulamalar1 gerceklestirilen
tedavi gruplarinin tiimor voliimlerine oranla ¢ok daha biiyiik olmalari, p53 ve p21°in hiicre
biiyiimesi inhibisyonu fonksiyonlarinin kanit1 olarak degerlendirilebilir. Bilhassa dogrudan
tiimdriin hedef alindig1 s.k. tedavi gruplarinda doza ve uygulama siiresine gore elde edilen
basar1t p53’ iin tiimor dokuda i.p. ilag uygulamasina nazaran hizli bir sekilde hiicre
dongiisiinii durdurarak timor proliferasyonunu baskiladigr ve apoptotik hiicre oliimi
uyarimiyla da timor gelisimini durdurdugunu disiindiirmektedir. Bu bulgular 5-FU ile
karsilastirmali olarak BA nin tiimor biiylimesinin baskilanmasinda bir tiimor supresor olarak

anti-kanserojen etki gosterebileceginin kaniti olabilir.

Tiimo6r doku proliferasyon hizlarindaki artis, yiliksek enerji ithtiyacinin karsilanmasi
zorunluluguna neden olarak tiimor dokularini anjiyogeneze yonlendirirler (Jiang ve ark.,
2020). Anjiyogenetik siirecin indiikleyicileri olarak VEGF (A-B-C-D) ve MMP’ler (MMP1-
MMP28) literatiirde 6nemli yer tutmaktadirlar. In vitro kanser arastirmalarinda (208- 210)
ve in vivo EAC deneysel tiimor modellerinde (161, 210, 211) tedavi edilmeyen kanser
hiicrelerinde VEGF ekspresyonunun arttigini, anti-oksidan/antikanserojen molekiillerle
muamele edilen hiicrelerde ise VEGF ekspresyonunun baskilanmasiyla anti-anjiyogenik etki
gosterilmistir.  Timor mikrogevresinde kanser hiicre proliferasyonuyla artan ROS
konsantrasyonu ve gelisen inflamasyonun anjiyogenezise katki sagladigi bildirilmektedir
(212, 213). Dahas1 Naglaa ve arkadaglar1 EAC solid tiimér modelinde uyguladiklar
deneyde, elde ettikleri VEGF ve p53’iin negatif korelasyon gosteren sonuglarini, literatiirde
daha once bildirilen ‘artan p53 ekspresyonunun VEGF ekspresyonunu baskilayarak anti-
anjiyogenik fonksiyon gosterebilecegi’ hipotezine dayandirmaktadirlar (165, 214). Verileri
destekler nitelikte ¢alismamizda EAC kontrol gruplarinda artan VEGF ekspresyonlarinin
hem i.p. hem de s.k. tedavi gruplarinda anlamli seviyelerde azaldigimi gosterdik. Ayrica
EAC kontrol gruplarinda azalan p53 protein ekspresyonlarina karsilik VEGF protein
ekspresyonlarinin artmasi, tedavi gruplarinda ise azalan VEGF ekspresyonlarina kars1 artan
p53 protein ekspresyon seviyeleri, p53’iin anti-anjiyogenik faktor olma hipotezini de
dogrulamaktadir. Ote yandan VEGF protein seviyelerinin tedavi edilen ve edilmeyen gruplar
arasindaki degisiminin oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla kullandigimiz MDA, TOS
ve OSI konsantrasyonlartyla da pozitif korelasyon gostermesi, ROS seviyelerinin

anjiyogenezise katki sagladiginin gdstergesi olabilir.
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Malign tiimorlerde 6nemli bir metalloproteinaz olan MMP-9, kanser hiicrelerinin
migrasyon ve invazyon yetenekleriyle dogrudan iligkilidir (215). Ayrica ilgili enzimin
tiimOr metastazinin yani sira inflamasyon, anjiyogenez ve hiicre proliferasyonu gibi kanser
gelisimi i¢in 6nemli olan ¢esitli patolojik stireglere de dahil oldugu bilinmektedir (216, 217)
. Literatiirde in vitro ve in vivo olarak yapilan kanser calismalarinda MMP-9 protein
seviyelerinin pozitif karsinom gruplarinda artarak metastazi tesvik ettigini gostermektedirler
(218- 222). Yapilan kanser ¢alismalarinda VEGF proteininde de oldugu gibi MMP-9 protein
ekspresyonlarinin, tedavi edilmeyen gruplarda yiliksek seviyelerde goriilmesi, tiimor
proliferasyonuna paralel olarak artan oksidatif stres, inflamasyon ve ROS konsantrasyonuyla
iliskilendirilmektedir (222- 224). Mevcut ¢alismada elde ettigimiz veriler literatiirii destekler
mabhiyettedir. Buna gére MMP-9, VEGF protein seviyeleriyle korele bigimde, EAC kontrol
gruplarinda, pozitif kontrol 5-FU ve antikanserojen etkisi arastirilan BA’nin hem i.p. hem
de s.k. olarak uygulandig1 tedavi gruplarina nazaran yiiksek protein ekspresyonlari
gostermistir. Pozitif timor kontrol gruplarimizdaki MMP-9 protein aktivasyonu, oksidatif
stres biyobelirteglerimiz NOX-1, MDA, TOS ve OSI’nin artan protein konsantrasyonlariyla
paralellik gostermekte olup, bu durum literatiirde yer alan MMP-9 ve VEGF aktivasyonunun

artan oksidatif stres ve ROS konsantrasyonlartyla iligskilendirilmesini desteklemektedir.

Proliferasyon, apoptoz ve sag kalim gibi hiicresel siireclerin arastirilmasini
amaclayan kanser calismalarinda NF-kB yolu 6nemli bir terapdtik hedef olarak kabul
gormektedir (166). Kanser ve inflamasyon arasi iliskinin hedef alindigi c¢aligmalarda
merkezde rol alan NF-«kB protein diizeylerinin tedavi edilmeyen kanser hiicrelerinde yiiksek
seviyelerde bulundugu belirtilmektedir (51, 225, 226). EAC solid tiim6r modeli iizerinde
BA’nin antikanserojen etkisini degerlendirmek amacli gerceklestirmis bulundugumuz
caligmada, bahsi gecen verilerle uyumlu sekilde, EAC kontrol gruplarimizda 5-FU ile
karsilagtirmali olarak BA’nin i.p. ve s.k. uygulandig1 tedavi gruplarimiza nazaran NF-kB
proteininin artmis bant yogunluklari tespit edildi. Ote yandan EAC kontrol gruplarimiza gore
1.p. ve s.k. tedavi gruplar arasinda birbirlerine gore anlamli farklilik bulunmasa da s.k.
EAC+BA 100 mg/kg 21 giin grubunda hesaplanan azalma, doza ve uygulanma siiresine bagli
olarak EAC+BA 50 mg/kg 10 giin grubuna gore anlamli bulundu. Hassan ve ekibi EAC
deneysel timoriiyle yaptiklart c¢alismada NF-kB’nin  baskilanmasiyla timor hiicre
proliferasyonu, invazyon, anjiyogenez ve metastaz siireglerinin kontrol edilebilecegini
ortaya koymuslardir (227). Benzer sekilde literatiirde kanser hiicrelerinde yiliksek ROS

konsantrasyonu, fizyolojik smirin iizerine ¢ikan oksidatif stres ve hipoksi ile gelisen
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inflamasyonla beraber aktive olan NF-kB’nin VEGF, MMP-9 ve anti-apoptotik protein Bcl-
2 seviyelerini arttirip, p53 tiimdr supresor protein aktivasyonunu azaltarak; anjiyogenezisi
ve metastatik siireci uyarip, apoptotik hiicre 6liimiinii baskiladigina dair ¢alismalar ayr1 bir
yer tutmaktadir (161, 212, 226, 228). Literatiirii destekler nitelikte EAC kontrol
gruplarimizda NF-kB protein seviyelerinin BA ile tedavileri hedeflenen gruplarimiza
nazaran artan bant yogunluklari, VEGF, MMP-9, Bcl-2 bant yogunluklar1 ve MDA, TOS,
OSI, NOX-1 biyobelirte¢ konsantrasyonlariyla pozitif yonde paralellik gosterirken, p53

protein ekspresyonlartyla negatif yonde paralellik gostermektedir.

Antioksidan tepkinin 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2, iyi bir hiicresel
redoks durum sensoriidiir. Bu sebeple Nrf2'nin aktivasyonu, normal hiicrelerin timor
hiicrelerine déniisiimiiniin 6nlenmesinde gereklidir. Ote yandan paradoksal olarak Nrf2,
timor hiicrelerinde "iki ucu keskin™ bir bigak gibi davranabilmektedir. Meme, kolon, rektum
ve akciger karsinomlari dahil olmak iizere birgok kanser tiirinde Nrf2'nin asiri
ekspresyonunun kanser hiicrelerini oksidatif hasardan koruyarak proliferasyonlarina,
metastatik ilerleyislerine katki sagladigi rapor edilirken (229-232), bazi kanser tiirlerinde
ise Nrf2’nin ekspresyonunun ve hedef antioksidan genlerinin ifadesinin azalmasiyla timor
proliferasyonu arasi pozitif korelasyon gosterilmistir (130, 233, 234). Bu nedenle timor
tedavisinde Nrf2'yi hedeflemek 6nemli stratejiler arasinda yer almaktadir. Literatiirde EAC
hiicreleriyle olusturulan tiimér modellerinde EAC kontrol gruplarinda baskilanmis Nrf2
seviyeleri ve azalan anti-oksidan enzim konsantrasyonlar: paralellik gostermektedir (130,
235, 236). Hajira ve ark. yaptiklar1 aragtirmada Nrf2’ nin bu davranigini agiklamak adina
Nrf2 ile NF-xB arasi iliskiye dikkatleri ¢ekmistir. Bilindigi tizere fizyolojik kosullar altinda
NF-kB molekiilii sitozolde IxBa alt birimiyle kompleks olusturarak inaktif durumda yer
almaktadr. Hiicre i¢i artan I kappa B kinase kompleks (IKK) aracili fosforile olan bu alt
birim NF-kB’nin serbestlegsmesini saglar. Sitozolde serbest kalan NF-xB, cekirdege
transloke olarak aktive olur. Calismada Nrf2’ nin sadece oksdiatif strese kars1 degil hiicre i¢i
artan inflamasyona kars1 da savunma olusturdugunu belirten aragtirma ekibi, ekspresyonu
artan  Nrf2’nin  [xkBo’min  fosforilasyonunu  engelleyerek  NF-xkB  yolagim
etkisizlestirebilecegini belirtmislerdir (237, 238). Benzer sekilde Abouzed ve ekibi
yaptiklar1 calismada EAC kontrol grubunda azalan Nrf2 konsantrasyonlarinin aksine artan
NF-xB protein seviyelerini gdstermislerdir. Tiimor hiicrelerinde artan oksidatif stres ve
inflamasyona cevapsiz kalan Nrf2 ve hedef antioksidan genleri baskilanmaktadir. Bu

durumda artan inflamasyonun yol actig1 asir1 NF-xB protein ekspresyonu da tiimdr hiicre
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proliferasyonuna katki saglamaktadir (235).  Calismamizda BA’nin anti-oksidan
kapasitesini de degerlendirmek amaciyla western blot yontemiyle analiz ettigimiz Nrf2
protein bant yogunluklariin doza, siireye ve uygulama yoluna gore i.p./s.k. BA uygulanan
gruplara nazaran EAC kontrol gruplarinda daha az oldugunu, bu verilerle paralel olarak Nrf2
hedefi olan GPx konsantrasyonunun da daha diisiik oldugunu gordiik. Ayrica Nrf2 protein
ekspresyonlarinin  EAC kontrol gruplarinda baskilanmis olmalarina karsin, NF-xB
seviyelerinin tedavi edilen gruplara gore ¢ok daha yiiksek olarak belirlenmesi Nrf2 ile NF-

kB arasindaki ¢apraz iligkiyi destekler niteliktedir.

Biyolojik bir siire¢ olan otofaji, timor proliferasyonu ve baskilanmasinda iki farkl
role sahiptir (81). Tiimdr proliferasyonunun erken evresinde kusurlu hiicreleri ortadan
kaldirarak antitiimoral etki gosterirken, tiimor proliferasyonunun ilerlemis donemlerinde
kanser hiicrelerinin biyokimyasal ve enerji liretim ihtiyaglarini karsilayarak, yerlesik malign
hiicreleri korumaktadir. Bundan 6tiirli ge¢ evre kanser hastalarinda otofajinin hedeflenmesi
umut verici bir tedavi segcenegi haline gelmistir (239, 240). Tiimor supresor gen olan Beclin-
1, otofajik hiicre oliim yolagmin belirteci olarak literatiirde genis yer tutmaktadir.
Calismamizda otofajik akisin baslangicinin bir gdstergesi olarak ele aldigimiz Beclin-1
proteinini, siirecin devaminda otofagozom olusumunun gostergesi olan LC3-11/LC3-I
proteini ile destekledik. Olusturdugumuz tiimér modelinde EAC kontrol gruplarinda
baskilanan Beclin-1 ve LC3-II protein ekspresyonlarinin, i.p./s.k uygulama yollartyla BA
verilerek tedavileri amaglanan gruplarda, istatistiksel olarak anlamli artis bulunmadi.
Bununla birlikte Beclin-1 seviyelerinin EAC kontrol gruplarina gére hem i.p. hem de s.k.
EAC+5-FU 21 giin ve EAC+BA 100 mg/kg 21 giin gruplarindaki artiginin istatistiksel olarak
anlamli olusu, otofajinin terapétik aday BA’ nin uygulama dozuna ve siiresine bagl olarak
diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir. Aly ve ¢aligma ekibi yapmis olduklari arastirmada
timor modelinde tedavi edilmeyen grupta konsantrasyonu azalan Beclin-1 protein
seviyelerinin Salmonella typhimurium ile tedavi edilen gruplarda artarak otofajiyi
arttirdigin1 ve tiimor proliferasyonunu azalttiklarini bildirmislerdir (241). Benzer sekilde
Hassan ve arkadaglar1 olusturduklar1 EAC modelinde tedavi edilmeyen gruplarda Beclin-1,
LC3-II seviyelerinin azalan ekspresyonlarina karsi, tedavi gruplarinda Beclin-1 ve LC3-11
protein konsantrasyonlarinin arttigin1 belirtmislerdir (227). Tez c¢alismamiz kapsaminda
LC3-II seviyelerinin ip. ve s.k. tedavi gruplarinda EAC kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda, gbzlemlenen matematiksel artisi istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bununla birlikte bahsi gegcen durum, tiimoral doku da otofaji defektini akla getirse de
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literatlirdeki ¢aligmalar bu durumun tersini ifade etmektedir. Soyle ki; Mizushima ve ¢alisma
arkadasit LC3-11/LC3-I seviyelerine ait western blot yontemiyle gerceklestirdikleri kendi
arastirmalarinda yiiksek bozunma kapasitesine sahip hassas yapili LC3-II’nin, doniisiim
esnasinda hizli bir sekilde yikima ugrayarak yanlis otofajik defekt kanisina sebep
olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica dogal otofajik yolun bloke edilmesi iizerine otofajinin
ektopik membranlarda ger¢eklesebilme durumuna karsi otofajik marker olarak 6zellikle
otofaji iliskili genlerin (Atg5/7/8/12 gibi) de LC3-11 ve Beclin-1 ile beraber analiz edilmesini
onermektedirler (242). Benzer sekilde yapilan baska ¢alismalarda da LC3-1’den LC3-I1 ye
doniisiimiin otofaji i¢cin gerekli ancak yeterli olmadigini, otofaji lizozomal proteaz
inhibitorleri (3-MA) ve Atg ailesi iiyelerinin de es zamanl degerlendirilmesi gerektigini

belirtmislerdir (243, 244).

Histopatolojik degerlendirme sonuglarina gére EAC kontrol grubuna nazaran hem
i.p. hem de s.k. terapdtik aday BA ve pozitif kontrol 5-FU gruplarinda tiimoriin baskilanmasi
anlaminda basariya ulasilmistir. Ozellikle 5-FU ve BA’nin 100 mg/kg konsantrasyon
uygulamalarinda artmis nekrotik alanlar, apoptotik hiicreler ve sinirlar1 belirginlesmis
hiicrelerin olusturdugu dokular dikkat cekmektedir. BA’nin 50 mg/kg konsantrasyonda 10
doz ve 5 doz olarak gergeklestirilen uygulamalarinin, 5-FU 50 mg/kg ve BA’nin 100 mg/kg
uygulamalarina gore anti-tiimoral etki bakimindan geri de kalmig olsa da EAC kontrol
gruplarina nazaran kismi artan nekrotik alanlar, daginik apoptotik hiicreler ve belirgin hiicre
siirlari tespit edildi. Elde edilen veriler literatiirde daha 6nce olusturulan EAC solid tiimor
modellerinde antitlimoral etkileri icin ele alian molekiillerin/fenolik
bilesiklerin/kemoterap6tik adaylarin, histopatolojik analizleriyle uyum gostermektedir (165,
245) Amer ve arkadaslar silibininin EAC tiim6r modeli lizerine etkisinin degerlendirildigi
bir ¢alisgmada, EAC kontrol grubuyla kiyaslandiginda, silibinin uygulanan grupta artan
nekrotik alan, apoptotik tiimor hiicreleri ve sinirlar1 belirgin hiicre topluluklarinin varliginm
gostermislerdir (161). Doksorubisinin (DOX) pozitif kontrol olarak ele alindig1 benzer bir
calismada ise EAC solid tiimor tizerine DOX ile karsilagtirmali olarak segtikleri dogal iirtin
nar ¢igegi yagint denemisler ve DOX a kars1 kendi molekiillerinin de tlimor baskilayicr etki
gosterdigini, histopatolojik olarak nar ¢i¢egi yaginin uygulanan doz artigina paralel olarak

nekrotik alanlarda ve apoptotik hiicre dagilimlarinda artis gosterdigini belirtmislerdir (221).

Calismamiz kapsaminda BA’nin ve pozitif kontrol 5-FU’nun dogrudan tiimor hedefli

s.k. ve 1.p. uygulama yollar1 baz alinarak, doza ve uygulama siiresine bagli olarak timor
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voliimii iizerine etkisi ilk kez arastirlmistir. Calisma neticesinde BA’nin s.k. olarak 100
mg/kg dozda 21 giin siireyle uygulandigi grupta, i.p. esdeger grubuna nazaran timor
voliimiinli azaltmada %78’lik bir basar1 gozlenirken, pozitif kontrol 5-FU nun 21 giin
uygulandig1 s.k grupta i.p muadil grubuna gére bu basar1 %90 a yiikselmistir. 5-FU ve BA’
nin 10 giin siireyle uygulandig: s.k. gruplardaki tiimor volimi kiigiiltme basaris1 es deger
1.p. gruplarin basarisina gore sirasiyla %87 ve %60 oranlarinda artmig olarak ortaya kondu.
Buradan hareketle erken donemde tiimor hedef alinarak gergeklestirilen s.k. uygulamanin
doza ve siireye bagli olarak i.p. uygulamaya gore tiimor proliferasyonunu baskilamada da
¢ok daha etkin oldugu gosterildi. Bununla birlikte BA’nin uygulanma siiresine ve uygulanan
doza bagli olarak hem antitiimoral etkisi lizerine beklenen artis gézlenebilmesi, hem tiimor
voliimii iizerinde s.k. uygulamanin yakaladig1 basarinin biyokimyasal parametreler iizerine
yansitilabilmesi hem de gelisebilecek muhtemel toksisitenin de degerlendirilmesi amaciyla
uzun siireli deneysel tiimér modellerinde ve yiiksek konsantrasyon hedefli ¢aligmalar
gercgeklestirilmelidir. S6z konusu ¢aligmalarin devam ettirilmesiyle saglanacak bulgularin da
dikkate alinmasiyla BA, muhtemel toksisiteleri, hasta yasam kalitesini diisiiren yan etkileri
ve gelisen ila¢ direncine karsi tiimor proliferasyonunun baskilanmasinda yetersiz kalan
kemoterapoétiklerin alternatifi ya da kemoterapodtik etkinliginin arttirilmasi amaciyla
kombine tedavilerde araci olabilir. Ote yandan gerceklestirilen ¢alismanin, aci hissinin az
olmasi, yiiksek doz uygulamaya ragmen muhtemel sistemik yan etkinin goz ardi
edilebilmesi, emilim ve etki gosterme hizinin yiiksek olmasi avantajlar1 nedeniyle tercih
edilebilen s.k. terapdtik uygulamalarinin hedef alindigir ¢aligmalara da katki saglamasi
ongoriilmektedir. Ve yine lilkemizde halk arasinda iltihap soktiiriicti etkileriyle yaygin
olarak ¢ay1 tiiketilen endemik Helichrysum armenium’un ugucu monoterpen igerigini
olusturan BA’nin antikanserojen etkinliginin de ortaya konmasiyla ekonomik katma deger

olusturabilecegi de beklenmektedir.

Calismamizda elde edilen veriler literatiirle karsilastirildiginda; BA’nin in vivo
deneysel tiimor modeli {izerinde apoptoz, otofaji, antioksidan enzim aktivasyonunun ve
hiicre dongiisii kontroliiniin pozitif uyarani, anjiyogenez, metastaz, inflamasyon ve oksidatif
stres parametrelerinin ise negatif uyarani olabilecek potansiyelde bir molekiil oldugu ilk kez
ortaya konmustur. Calismamizin BA’nin anti-oksidan, anti-inflamatuar 6zelliklerinin yani
sira timor hiicrelerinde, hiicre 6liimiinii uyaran ve anjiyogenezisi baskilayarak muhtemel bir
antimetastatik ajan olabilme potansiyeline dair yeni ve kapsamli ¢aligmalara yol gosterici

olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica BA’nin ve 5-FU’nun uygulama dozuna ve siiresine
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bagli olarak, tiimor hedefli s.k. uygulamanin, i.p. uygulamalarina oranla daha etkin oldugunu
belirledigimiz c¢alismamizda, kemoterapdtiklerin  ve aday biyoterapotiklerin - s.k.
uygulamalarina bagh  etkinliklerini  hedefleyen c¢aligmalarda yer bulabilecegi

Ongoriilmektedir.

Uygulanan timor modelinde deney siirelerinin degisimi, mevcut kemoterapdtiklerin
ya da BA gibi molekiillerin farkli konsantrasyonlarda kullanimi ve ¢alismamizin hedef
sinyal yolaklarini teskil eden apoptoz, otofaji, anjiyogenez, inflamasyon ve oksidatif stresin
diizenlenmesinde gorevli farkli ve yeni proteinlerin de ele alinmasi, timor hedefli terapotik

aragtirmalarin gelistirilmesi ve klinige uygulanabilirligi agisindan ayrica 6nem tagimaktadir.
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