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Özet 

 

 Sıçanlarda N-asetilsistein’in (NAC) İrinotekan (CPT-11)-İndüklenmiş 

Toksisiteye Karşı Koruyucu Etkisinin Araştırılması  

 

Gençosman, Sevgi 

Danışman: Doç. Dr. Serkan Sayıner 

Doktora, Tıbbi Biyokimya Bilim Dalı 

Aralık 2022, 123 sayfa 

 

İrinotekan (CPT-11), kolorektal kanser gibi çeşitli maligniteler için tedavi 

rejimlerinde yer alan bir kemoterapötik ilaçtır. N-asetilsistein (NAC) güçlü bir 

antioksidan ve anti-enflamatuar ajan olup oksidatif stres ve enflamasyon ile ilgili 

çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Bu doktora tez çalışması ile 

NAC’ın CPT-11’in neden olduğu hepatorenal ve gastrointestinal doku hasarına karşı 

koruma sağlayıp sağlamadığının araştırması amaçlanmıştır. Otuz iki adet Wistar 

albino sıçan Kontrol, NAC, CPT-11 ve CPT-11+NAC olmak üzere dört deney 

grubuna ayrıldı. Deney süresinin ardından kan ve doku örnekleri (karaciğer, böbrek, 

mide ve ince bağırsak) toplandı ve biyokimyasal göstergeler, pro-enflamatuar 

sitokinler (TNF-α ve IL-1β), matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), malondialdehit 

(MDA), glutatyon peroksidaz (GPx) ve süperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri 

değerlendirildi. CPT-11 ile tedavi edilen hayvanlarda hem biyokimyasal göstergeler 

hem de pro-enflamatuar sitokinler, MMP ve MDA seviyeleri artarken, SOD ve GPx 

aktiviteleri önemli ölçüde azaldı. Histopatolojik değerlendirmede CPT-11 grubunda 

incelenen tüm dokularda yapısal hasar saptandı. NAC uygulaması ile hem 

biyokimyasal hem de histopatolojik olarak dokularda olumlu yönde gelişmelerin 

ortaya çıktığı istatistiksel olarak belirlendi. Sonuç olarak, bu çalışmanın bulguları 

CPT-11 ile NAC tedavisinin, enflamasyonu ve oksidan-antioksidan dengesini 

modüle ederek, sıçanlarda CPT-11 toksisitesini azaltmada yararlı bir etkiye sahip 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu sonuçlar, daha ileri araştırma çalışmalarının 

yapılması gerekliliğini de güçlü bir şekilde desteklemektedir. 

 

Anahtar kelimeler: kanser kemoterapi, irinotekan, N-asetilsistein, matriks 

metalloproteinaz, pro-enflamatuar sitokinler   
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Abstract  
 

Investigation of the Possible Protective Effect of N-Acetylcysteine (NAC) against 

Irinotecan (CPT-11)-Induced Toxicity in Rats 

 

Gençosman, Sevgi 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serkan Sayıner 

PhD, Department of Medical Biochemistry 

November 2022, 123 Pages 

 

Irinotecan (CPT-11) is a chemotherapeutic drug included in treatments for 

various malignancies such as colorectal cancer. N-acetylcysteine (NAC) is a 

powerful antioxidant and anti-inflammatory agent and is used in the treatment of 

various diseases related to oxidative stress and inflammation. In this doctoral thesis, 

it was aimed to investigate whether NAC provides protection against hepatorenal, 

and gastrointestinal tissue damage caused by CPT-11. Thirty-two Wistar albino rats 

were divided into four experimental groups as Control, NAC, CPT-11 and CPT-

11+NAC. After the experimental period, blood, and tissue samples (stomach, small 

intestine, liver, and kidney) were collected and biochemical markers with pro-

inflammatory cytokines (TNF-α and IL-1β), matrix metalloproteinases (MMPs), 

malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase 

(SOD) levels were evaluated. In animals treated with CPT-11, both biochemical 

markers and levels of pro-inflammatory cytokines, MMP and MDA were increased, 

while SOD and GPx activities were significantly reduced. Structural damage was 

detected in all tissues examined in the CPT-11 group in the histopathological 

evaluation. It was statistically determined that positive developments occurred in 

tissues both biochemically and histopathologically with NAC application. In 

conclusion, the findings of this study suggest that NAC treatment with CPT-11 may 

have a beneficial effect in reducing CPT-11 toxicity in rats by modulating 

inflammation and oxidant-antioxidant balance. These results strongly support the 

need for further research studies. 

 

Keywords: cancer chemotherapy, irinotecan, N-acetylcysteine, matrix 

metalloproteinase, proinflammatory cytokines  
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TGF- β : Dönüştürücü Büyüme Faktörü-Beta 

TIMP-1 : Matrix Metaloproteinaz İnhibitör-1 

TLR : Geçiş Benzeri Reseptör 

TLR2 : Geçiş Benzeri Reseptör 2 

TLR4 : Geçiş Benzeri Reseptör 4 
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TNF-α : Tümör Nekroz Faktörü-Alfa 

TP : Total Protein 
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BÖLÜM I 

Giriş 

Bu bölümde araştırmanın problemine, amacına, önemine, sınırlılıklarına ve 

ilgili tanımlara yer verilmiştir. 

 

Kanser, tüm dünyada önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. Kemoterapi 

(KT) ve radyoterapi (RT) şu anda kanser tedavisi için en etkili ve kapsamlı 

yaklaşımlar (Chien vd., 2014)(Chien vd., 2014) olsalar da oral mukozit, 

gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite, hematopoietik sistem hasarı, 

kardiyotoksisite, nörotoksisite gibi birçok yan etkilere neden oldukları bilinmekte ve 

bu nedenle klinik kullanımları kısıtlanmaktadır (Bilginaylar vd., 2022; Çakır vd., 

2015; Chukwunyere vd., 2022) Bu yan etkiler genellikle kanser hastalarında yaşam 

kalitesini düşürmekte ve tedavinin kesilmesine neden olmaktadır. Bu nedenle KT ve 

RT’nin yan etkilerine karşı etkili yaklaşımlar ve stratejiler geliştirmek son derece 

önemlidir (de Man vd., 2020).  

İrinotekan (CPT-11), topo-izomeraz inhibitörü olarak görev yapan bitki 

alkaloid kamptotesin’in (7-etil-10-[4-(piperdino)-1-piperidino]-

karboniloksikamptotesin) yarı sentetik bir türevidir. Son yıllarda geliştirilen en 

önemli anti-kanserojen ilaçlardan biridir. CPT-11, kolorektal ve pankreas kanserli 

hastalarda EMA (Avrupa İlaç Ajansı) ve FDA (Amerik Birleşik Devletleri Gıda ve 

İlaç Dairesi) onaylı kemoterapötik-sitotoksik bir ajan olarak kullanılırken, 

yumurtalık, rahim ağzı, akciğer ve mide kanserlerinin klinik çalışmalarında olumlu 

etkileri görülmüş olup çalışmalar devam etmektedir (Kawamoto vd., 2022; Kciuk 

vd., 2020; Milano vd., 2022; Mori vd., 2019; Nakamura vd., 2022; Tate vd., 2021). 

Bununla birlikte, diğer kemoterapötik ajanlarda olduğu gibi, CPT-11’in kullanımının 

tedaviyi sınırlayan faktörlerinden biri, hepatorenal ve gastrointestinal hasarı 

arttırmasıdır. Kemoterapinin bu yaygın olumsuz yan etkilerinin şu anda bilinen bir 

tedavisi veya önlemesi yoktur (Q. Y. Zhang vd., 2018). Karaciğer, böbrek, mide ve 

bağırsak dokularında lipit peroksidasyon ürünü malondialdehit (MDA) düzeylerinin 

artması, antioksidan enzim düzeylerinin düşmesi, tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α) 

ve interlökin-1beta (IL-1β) gibi sitokin düzeylerinin artması ve epitel hücre hasarına 

ve tıkanıklığa neden olan matriks metalloproteinaz enzimlerinin aktivasyonu gibi 

nedenlerden dolayı tedavi sınırlıdır (Pingili vd., 2019; Zeynali-Moghaddam vd., 
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2019) Sonuç olarak, antioksidan özelliklere sahip anti-enflamatuar ilaçların ortaya 

çıkması, bu olumsuz yan etkilerin iyileştirilmesine yardımcı olmaktadır. 

N-asetilsistein (NAC), ilk olarak 1961'de sentezlendi ve 1965'te Mead 

Johnson tarafından patentlendi. Solunum yolu hastalıklarının tedavisinde mukolitik 

olarak kullanımı Ziment tarafından ve asetaminofen (parasetamol) doz aşımının 

tedavisinde ise Smilkstein, Knapp, Kulig ve Rumack tarafından kullanılmaya 

başlandı (Smilkstein vd., 1988; Ziment, 1986). Daha sonra güçlü antioksidan etkisi 

nedeniyle birçok çalışmada önem kazanan mukolitik bir ilaçtır. NAC, bir tiyol grubu 

içeren, antioksidan özelliklere sahip küçük bir moleküldür. NAC, biyolojik veya 

patolojik süreçlerin redoks duyarlılığını araştırmak için yaygın olarak kullanılan bir 

araç olmuştur (Zhitkovich, 2019). Pro-enflamatuar sitokinleri ve matriks 

metalloproteinazları (MMP’ler) azaltma kapasitesini arttırdığı bilinmektedir. Önceki 

çalışmalarda, NAC’ın antioksidan ve anti-enflamatuar etkilerinin, alkole bağlı 

olmayan yağlı karaciğer hastalığında doku hasarını (Uzun vd., 2009) kronik böbrek 

yetmezliğini (Sehirli vd., 2020) ve cep telefonu radyasyonuna bağlı oksidatif stresi 

(Ozgur vd., 2010) önlediği gösterilmiştir. 

İrinotekan (CPT-11), yaygın olarak kullanılan bir kemoterapötik ajandır ve 

bilinen birçok yan etkisi vardır (Jiang vd., 2022) Önceki çalışmalarda CPT-11 

toksisitesine karşı çeşitli ajanlar çalışılmıştır (Zhu vd., 2021). Bununla birlikte, farklı 

ajanların çeşitli çalışma modellerinde, özellikle hayvan modellerinde test edilmesi 

ihtiyacı güncelliğini korumaktadır. Tüm bu gözlemler ışığında CPT-11’in karaciğer, 

böbrek, mide ve ince bağırsak toksisitesi üzerindeki pro-enflamatuar sitokin 

ekspresyonları, proteolitik enzimler ve antioksidan enzimlerin etkileri ölçülerek 

güçlü bir antioksidan olan NAC’ın olası koruyucu etkilerinin incelenmesi amaçlandı.  
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BÖLÜM II 

Kavramsal Temeller / Kuramsal Temeller ve İlgili Araştırmalar 
 

Bu bölümde araştırma ile ilgili kavramsal açıklamalara, tanımlamalara ve 

araştırma ile ilgili literatürde geçen ve daha önce yapılmış olan araştırmalara ilişkin 

bilgilere yer verilmiştir. 

 

Kanser 

Kanser terimi genellikle kötü huylu tümörler ile ilişkilendirilir. Kanser, 

vücuttaki bazı hücrelerin kontrolsüz bir şekilde büyüyerek vücudun diğer bölgelerine 

yayıldığı ve trilyonlarca hücreden oluşan insan ve hayvan vücudunun hemen her 

yerinde başlayabilen bir hastalıktır (Papac, 2001).  

 
Kanserin Tarihçesi 

Kanser, tarih öncesi çağlardan beri insanlığı etkiliyordu; ancak hızla artan 

nüfusla birlikte çevredeki artan kanserojenlerin varlığı ile prevalansı belirgin bir 

şekilde arttı (Faguet, 2015)  

Memelilerde kanserin en eski güvenilir kanıtı, fosilleşmiş dinozorlarda 

bulunan tümör kütleleri ve tarih öncesi çağlardan kalma insan kemiklerinden oluşur. 

Dinozorlardaki kanserin en ikna edici kanıtı, 10.000’den fazla dinozor omuru 

örneğini floroskopi ile tümör kanıtı için tarayan ve bilgisayarlı tomografi (CT) ile 

anormallikleri daha fazla değerlendiren yakın tarihli büyük ölçekli bir çalışmadan 

kaynaklanmaktadır (Rothschild vd., 2003)  

Tarih öncesinden Antik Mısır’a kadar olan süreçte ilk insan kanserine dair 

kabul edilen ipuçları ile ilgili en eski yazılı kayıt, 19. yüzyılda keşfedilen MÖ 1500-

1600 yılları arasında doktor-mimar Imhotep tarafından yazılan eski Mısır 

papirüslerindeki meme kanserine yapılan atıflardır. İnsanlardaki en erken kanser 

oluşumları, M.Ö. 1500 yıllarına dayanan Mısır ve Peru mumyalarında bulundu. 

Bilimsel olarak belgelenmiş en eski yayılmış kanser vakası ise 2,700 yıl önce Güney 

Sibirya bozkırlarında yaşayan 40 ile 50 yaşlarında bir İskit kralına aitti (Faguet, 

2015; Rothschild vd., 2003) ta ki Odes ve arkadaşlarının buluşuna kadar. Odes ve 

arkadaşları yaptıkları çalışma ile Güney Afrika’daki bir hominin kemiğinde 1,7 

milyon yıllık bir osteosarkom bulunduğunu ortaya koymuşlardır. Modern 
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mikroskobik ve proteomik teknikler, yayılmış iskelet lezyonlarının kanserli doğasını 

ve bunların prostatik kökenini doğrulamıştır (Odes vd., 2016) 

Antik Mısır’dan Yunanistan ve Roma’ya kadar olan süreç incelendiğinde ise 

tıbbın babası olarak anılan Hipokrat (yaklaşık MÖ 460-360), kitleler (onkos) üreten 

hastalıkları tanımladı ve iyi huylu ve kötü huylu süreçlere atıfta bulunarak karkinos 

ve karkinomas kelimelerini türetti. Romalı doktor Aulus Cornelius Celsus (MÖ 25-

MS 50) ise cerrahi olarak rezeke edilebilir tümörlerin evrimini, ardından yanıt 

vermeyen karsinomların (daha sonra karsinoma olarak adlandırdı) ve ülserlerin kendi 

haline bırakılması gerektiğini (Dr. Eduard Zeis, 1863) çünkü eksize edilen 

karsinomaların nüksedeceğini ve ölüme neden olacağını açıkladı. Bergamalı Roman 

tıp hekimi Galen’in topaklar ve büyümeler sınıflandırması ise hem kanserli hem de 

kanserli olmayan tümörlere özel olarak ayrılmış antik çağın ilk ve tek yazılı 

belgesidir. Galen, çok çeşitli tıp disiplinlerine katkıda bulunmanın yanı sıra, Hipokrat 

ve kendi ilkeleriyle 1,500 yıl sürecek tüm tıbbi bilgilerin temeli olarak Yunan ve 

Roma tıp dünyaları arasında köprü kurdu (Faguet, 2015).  

Roma’nın çöküşünden sonra Orta Çağ dönemine (MS 500-1500) kadar olan 

süreçte de birçok bilim insanı önceki bilgiler ışığında kanserin farklı çeşitlerini 

araştırmış ve bilime katkıda bulunmuştur. 

Orta Çağ döneminden 2. Dünya Savaşı’na kadar olan süreçte ise kanser 

alanında birçok yeni yaklaşımlar denenmiştir. Örneğin, ilk kez mastektomi bu 

yıllarda uygulanmıştır. Aynı zamanda ilk kanser hastanesi 1740 yılında Fransa’nın 

Reims kentinde kurulmuştur (Faguet, 2015) 1842’de Crawford W. Long (C. W. 

Long, 1843) tarafından anestezinin ve 1867’de Joseph Lister tarafından asepsisin 

keşfi (Lister, 1867) cerrahi tekniklerdeki iyileştirmeler, antibiyotiklerin, anestetik 

ajanların ortaya çıkışı ve geliştirilmiş tıbbi destek cerrahiyi erken evre kanser 

tedavisinde ön plana çıkarmış ve iyileşme oranlarını artırmıştır. Bu yıllarda birçok 

bilim insanı kanser alanında yaptıkları buluşlarla Nobel ödülü kazanmışlardır. 

Örneğin; Marie Sklodowska-Curie, radyum ve polonyumu keşfettiği için 1911 Nobel 

Kimya Ödülü'ne layık görülmüştür ve bununla birlikte tümörleri ve bazı kanserleri 

tedavi etmek için radyum kullanmaları üzere klinisyenlerle ortak çalışmış ve Paris 

Üniversitesi’nde 1911 yılında bu amaçla Radyum Enstitüsünü kurmuştur (Mould, 

1999).  

Günümüzde kanser, dünya çapında önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) istatistiklerine göre, 2019 yılında kanser, dünya 
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çapında 112 ülkede birinci veya ikinci, 23 ülkede üçüncü veya dördüncü sırada yer 

almaktadır (Sung vd., 2021). 2019’da 10 milyondan fazla insan kanserden ölürken, 

1990’da kanserden dolayı ölümler bu sayının yarısıydı. Yine 2019’da 23 milyon 

insan kansere yakalanırken bu sayı 1990’daki sayının iki katından fazladır (Lin vd., 

2021).  

Genel olarak, kanser insidansı ve mortalite yükü dünya çapında hızla 

artmaktadır; bu hem nüfusun yaşlanmasını ve büyümesini hem de birçoğu 

sosyoekonomik gelişme ile ilişkili olan kanser için ana risk faktörlerinin yaygınlığı 

ve dağılımındaki değişiklikleri yansıtır (Sung vd., 2021).  

Kanserde Mortalite ve Morbidite. 2019 kanser verilerine göre ölüm oranı 

en yüksek kanserler trakea, bronş ve akciğer (TBL) kanseri, kolon ve rektum kanseri 

ve mide kanseri oldu. Ayrıca meme, pankreas, prostat, yemek borusu ve karaciğer 

kanserleri de yapılan araştırmaya göre en yüksek hastalık insidenslerine sahiptir (Lin 

vd., 2021; Sung vd., 2021). Buna karşılık, çeşitli kanserlerin ölüm oranı azalmış, 

Hodgkin lenfoma 1990’daki oranlarına kıyasla %44 ile en önemli azalmayı 

gerçekleştirmiştir (Lin vd., 2021). Bu farklılıklar, farklı bölge ve ülkelerdeki nüfus, 

toplum, ekonomi, yaşam tarzının bir faktörüdür. Bu faktörlerin yanında obezite ve 

diyabet gibi çeşitli hastalıklar da kanser türlerindeki mortalite ve morbidite 

farklılığını oluşturan diğer faktörlerdir. 

Cinsiyete Göre Kanser Türlerinin Mortalite ve Morbiditesi. Erkeklerde 

kanserin morbidite ve mortalitesinin kadınlara göre 1,5 kat daha fazla olduğu 

saptanmıştır (Sung vd., 2021) Erkeklerde ve kadınlarda yaygın kanserlerin mortalite 

ve morbiditesi de önemli ölçüde farklılık gösterir. 2019’da 5,5 milyondan fazla erkek 

ve 4,3 milyon kadın kanserden öldü. Erkeklerde TBL kanserinin, en yüksek hastalık 

insidensini ve ölüm oranını oluşturduğu ve bunun erkeklerdeki toplam ölümlerin 

%24,4’ünü oluşturduğu hesaplandı. Erkeklerde yüksek hastalık insidensi kaydeden 

diğer kanser tipleri kolon ve rektum kanseri, mide kanseri, prostat kanseri ve 

özofagus kanseri olmuştur. Ayrıca, bu kanser tipleri erkeklerde önemli ölçüde 

yüksek ölüm oranı da göstermiştir. Kadınlarda, en yüksek ölüm oranının meme 

kanserinde görüldüğü ve bunun kadınlarda kanserle ilişkili toplam ölümlerin 

%15,9’unu oluşturduğu hesaplandı. TBL kanseri, kolon ve rektum kanseri, mide 

kanseri ve rahim ağzı kanseri de kadınlarda meme kanserinden sonra yüksek 

insidense sahip kanser türleri olarak saptandı (Lin vd., 2021; Lortet‐Tieulent vd., 

2020; Sung vd., 2021). 



6 
 

Yaş Dağılımlarına Göre Kanser Türlerinin Mortalite ve Morbiditesi. 

Yapılan çalışmalarda 50 yaşın üzerindeki kişiler, tüm yaş gruplarında vaka ve 

ölümlerin %85’inden fazlasını oluşturduğundan, kansere yakalanma riski en yüksek 

olan grubun 50 yaşın üzerindekiler olduğu saptandı. Özofagus, mide, gırtlak, TBL, 

rahim, kolon ve rektum, safra kesesi ve safra yolları, pankreas, melanom dışı cilt, 

mezotelyoma, multipl miyelom ve böbrek kanserlerinden ölen 50 yaşın üzerindeki 

kişilerin sayısı her kanserin toplam ölümlerinden %90’dan fazladır. Ayrıca, 15-49 

yaş arası nüfusun %63,3’ünün testis kanserinden öldüğü saptanmıştır. Yapılan 

çalışmalarda Hodgkin lenfoma insidansı, 50 yaşın altındaki bireylerde toplam 

vakaların %55,1’ini oluşturan en yüksek insidans olarak bulundu. 15 yaş altı 

çocuklarda kanser ölümlerinin sayısı düşük, toplam ölümlerin yaklaşık %1’ini 

oluşturduğu ve çocuklarda yetişkinlerden daha az kanser türü olduğu yine yapılan 

çalışmalarla bulunmuştur (Lin vd., 2021). 

Farklı Ülke ve Bölgelere Göre Kanser Türlerinin Mortalite ve Morbiditesi. 

Yapılan çalışmalarda küresel olarak, Çin, 2,71 milyon ile en fazla kanser ölümüyle 

kayıtlara geçerken onu sırasıyla 930 bin ve 760 bin ile Hindistan ve Amerika Birleşik 

Devletleri izlemektedir. Ayrıca, Kanada ve USA en yüksek hastalık insidansına 

sahipken, Grönland, Yeni Zelanda, Avustralya ve Monako’daki insidans bu ülkelerin 

yarısı kadar olduğu bulunmuştur. Bangladeş ve Nijer ise en düşük morbidite 

oranlarını göstermişlerdir. Sonuçlar, çoğu ülke ve bölgenin hastalık insidansının 

artan bir eğilime sahip olduğunu göstermiştir. En büyük artış %112,8 ile Kanada’da 

bulunmuş ve bunu Suudi Arabistan, Lübnan, Cabo Verde, Lesoto, Dominik 

Cumhuriyeti ve Kıbrıs %50’nin üzerindeki artışları ile izlemiştir. Kanser türleri 

incelendiği zaman ise mide kanseri, TBL kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri, 

kolon ve rektum kanseri çoğu ülke ve bölgede en yüksek morbiditeyi gösterdi. Meme 

kanseri sırasıyla en fazla Hollanda ve Amerika Birleşik Devletleri’nde, mide kanseri 

ise en fazla Çin’de görülmüştür (Cao vd., 2021; Lin vd., 2021).  

 

Karsinogenez Hakkında Genel Bilgi 

Herhangi bir anormal yeni doku büyümesi, doğası gereği iyi huylu veya kötü 

huylu olabilir ve neoplazma/tümör olarak adlandırılır. Kanser terimi genellikle kötü 

huylu tümörlerle ilişkilendirilir. Tümörler vücuttaki herhangi bir organda ortaya 

çıkabilir ve büyümenin yerine bağlı olarak farklı klinik özelliklerle sonuçlanabilir 

(Quail & Joyce, 2013). 
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Kanser klonal kökenlidir, tek bir anormal hücre, genellikle çoklu genetik 

değişikliklerle, bir tümör oluşturan bir hücre kitlesi haline gelmek için çoğalır. Doku 

mikro çevresi meydana gelen süreçleri etkiler. Bu etkilerin tam doğası ilgili hücre 

tiplerine, hücreler arası etkileşimlere ve parakrin sinyaller, lokal hipoksi ve pro-

enflamatuar yanıtlar gibi faktörlerin varlığına göre değişebilir (Quail & Joyce, 2013). 

Bu nedenle karsinogenez, normal hücreleri habis hücrelere dönüştüren çok adımlı bir 

süreçtir (Weston & Harris, 2003). 

Hücre mutasyona uğradığında, bir tümörün gelişmesiyle sonuçlanabilecek 

başlıca dört gen sınıfı vardır. Bunlar protoonkogenler, tümör baskılayıcı genler, 

deoksiribonükleik asit (DNA) onarım genleri ve apoptozu düzenleyen genlerdir 

(Alhmoud vd., 2020). 

Genel olarak, tümör oluşumuyla sonuçlanan üç sınıf kanserojen vardır. 

Bunlar; radyant enerji, kimyasallar ve bazı onkojenik virüslerdir. İlk ikisi DNA’da 

mutasyonlara neden olur ve üçüncü sınıf genellikle yeni genleri normal hücre gibi 

göstererek etki eder (Chen vd., 2014).  

Ultraviyole ışınları, X-ışınları ve γ-ışınları mutajenik ve kanserojendir. 

Kapsamlı araştırmalar, bu ajanların, çeşitli şekillerde DNA’ya zarar verebileceğini 

göstermiştir. Ek olarak, X ışınları ve γ ışınları, mutajenik olan ve muhtemelen 

radyant enerjinin kanserojen etkilerine katkıda bulunan reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) oluşumunu indükleyebilir (Chatterjee & Walker, 2017).  

Çok çeşitli kimyasal bileşikler (aromatik aminler, aflatoksin, nitrozaminler, 

vinil klorür, arsenik gibi) kanserojendir. İnsan kanserlerinin %80’inin başta 

kimyasallar olmak üzere çevresel faktörlerden kaynaklandığı tahmin edilmektedir 

(Lewandowska vd., 2019). Genel olarak, çoğu kimyasal karsinojenin DNA’yı 

kovalent olarak değiştirdiği ve böylece çok çeşitli nükleotit eklentileri oluşturduğu 

araştırılmıştır (Hang, 2010). DNA’daki hasarın boyutuna ve DNA onarım sistemleri 

tarafından onarılmasına bağlı olarak, DNA’da çeşitli mutasyonlar, bir hayvanın veya 

insanın, bazıları kanser gelişimine katkıda bulunan kimyasal karsinojenlere maruz 

kalmasından kaynaklanır (Barnes vd., 2018). 

Tümör virüslerinin incelenmesi, kanserin anlaşılmasına çok önemli katkılarda 

bulunmuştur. Örneğin hem onkogenlerin hem de tümör baskılayıcı genlerin keşfi, 

onkojenik virüslerle ilgili çalışmalardan ortaya çıkmıştır. Hem DNA hem de 

ribonükleik asit (RNA) virüslerinin insanlarda kansere neden olabildikleri tespit 

edilmiştir. Genel olarak, virüslerin genetik materyali, konakçı hücrenin genomuna 
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dahil edilir. RNA virüsleri söz konusu olduğunda bu, viral RNA’nın viral DNA’ya 

ters transkripsiyonundan sonra gerçekleşir. Viral DNA’nın konakçı DNA ile bu tür 

bir entegrasyonu, hücre döngüsünün düzensizleşmesi, apoptozun inhibisyonu ve 

hücre sinyal yolaklarının anormallikleri gibi çeşitli olaylarla sonuçlanır. DNA 

virüsleri sıklıkla, tümör baskılayıcı genler tümör Protein 53 Geni (p53) ve 

retinoblastoma proteininin (RB) ve bunların protein ürünlerinin ekspresyonunu 

ve/veya fonksiyonunu aşağıya doğru düzenleyerek hareket eder. RNA virüsleri 

genellikle genomlarında onkogenler taşımaktadır (Chen vd., 2014).  

Onkogenler ve tümör baskılayıcı genler kansere neden olmada anahtar rol 

oynamaktadır. Son 30 yılda, kanser hücrelerinin nasıl geliştiğini ve büyüdüğünü 

anlamada büyük ilerlemeler kaydedildi. İki önemli bulgu, onkogenlerin ve tümör 

baskılayıcı genlerin keşfiydi (Lyu vd., 2020).  

Onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerin aktivite kaybı, hücre büyümesini 

kansere doğru yönlendirir. Onkogenler, kanser hücrelerinin büyümesini sağlayabilen 

çeşitli proteinleri kodlar. Onkogenler protoonkogenlerden türemiştir. Tümör 

baskılayıcı genler ise normalde hücre büyümesini baskılayan, ancak mutasyonlar 

tarafından değiştirildiğinde inaktive olan proteinleri kodlar (Chial, 2008). 

Tümör hücreleri, hayatta kalmaları ve besin kaynağı sağlamaları için yeterli 

bir kan kaynağına ihtiyaç duyar (Lugano vd., 2020). Anjiyogenez, önceden var olan 

damar sisteminden yeni kan damarlarının oluşum ve yayılma sürecidir. 1‒2 mm’den 

büyük katı tümörlerin nekrotik hücre ölümünden kaçınmak için kendi kan 

kaynaklarını geliştirmeleri gerekir (Nishida vd., 2006). Hem tümör hücrelerinin hem 

de tümörleri çevreleyen dokulardaki hücrelerin, yeni kan damarlarının büyümesini 

uyaran anjiyogenik faktörler salgıladığı bulunmuştur. Bu anjiyogenik faktörler Pro- 

ve Anti-anjiyogenik faktörlerdir. Pro-anjiyogenik faktörler, ana anjiyogenez 

aktivatörünü temsil eder. Bu pro-anjiyogenez faktörlerinden bazıları, beş tip 

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) (VEGF-A VEGF-E), dönüştürücü 

büyüme faktörleri α ve β (TGF- α ve TGF- β), TNF-α’dır. Anti-anjiyogenik faktörler 

ise kan damarı büyümesini engeller. Buna verilecek bazı örnekler ise; Anjiyostatin, 

Endostatin ve IL’ler (IL-1β)’dir (Chial, 2008; Nishida vd., 2006).  

Metastaz karsinogenezisin en ciddi basamağı olarak kabul edilmektedir. 

Kansere bağlı ölümlerin yaklaşık %90’ının metastazdan kaynaklandığı yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir. Kanserin yayılması genellikle lenfatikler veya kan 
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damarları yoluyla olur. Metastaz karmaşık bir süreçtir ve moleküler temelleri henüz 

tam olarak aydınlatılmamıştır (Şekil 1) (Welch & Hurst, 2019).  

Birçok kanser hücresinin önemli bir özelliği, çeşitli proteinazları hücre dışı 

matriksine (extracellular matrix: ECM) salabilmeleridir. Dört ana proteinaz 

sınıfından (serin, sistein, aspartat ve metallo) kanserde metale bağımlı (genellikle 

çinko) enzimlerin çok büyük bir ailesini oluşturan MMP’ler ilgili çok sayıda çalışma 

yapılmıştır. Bir dizi çalışma, tümörlerde MMP-2 ve MMP-9 (jelatinazlar olarak da 

bilinir) gibi MMP’lerin aktivitesinde artış olduğunu göstermiştir. Bu enzimler, bazal 

membrandaki ve ECM’deki kollajen ve diğerleri gibi proteinleri parçalayarak tümör 

hücrelerinin yayılmasını kolaylaştırabilir (Vizovisek vd., 2021).  

ECM metastazda önemli bir rol oynar. Kanser hücreleri ve ECM hücreleri 

arasındaki sinyal mekanizmalarıyla iletişim olduğuna dair çalışmalar vardır. 

ECM’deki hücre tipleri de metastazı etkileyebilir. Yukarıda belirtildiği gibi, 

ECM’deki proteinleri parçalayan proteinazlar, kanser hücrelerinin yayılmasını 

kolaylaştırabilir. Ek olarak ECM, tümör davranışını etkileyebilecek çeşitli büyüme 

faktörleri içerir (Poltavets vd., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kanser hücreleri, genellikle "kanserin ayırt edici özellikleri" olarak 

adlandırılan belirli temel özelliklerle karakterize edilir (Şekil 2). Kanserin ayırt edici 

özellikleri ilk olarak 2000 yılında Hanahan & Weinberg tarafından tanımlanmış ve 

Şekil 1  

Metastaza Giden Yol 
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2011 yılında aynı bilim insanları tarafından gözden geçirilip güncellenmiştir. Bunlar; 

(Ⅰ) proliferatif sinyalin sürekli sürdürülmesi, 2000 (Ⅱ) büyüme baskılayıcı 

sinyallerden kaçma, 2000 (Ⅲ) ölümsüzlük/apoptoza direnç, 2000 (Ⅳ) sürekli 

replikasyon, 2000 (Ⅴ) anjiyogenez indüksiyonu, 2000 (Ⅵ) invazyon ve metastaz 

2000, (Ⅶ) enerji metabolizmasını değiştirme, 2011 (Ⅷ) immun yıkımlanmadan 

kaçınma, 2011  (Ⅸ) genomik kararsızlık ve mutasyonlar, 2011 (Ⅹ) kanserleşmeyi 

destekleyen iltihaplanma, 2011 (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). 

 
 
 
Kanser Tedavilerinin Tarihçesi: Kemoterapi 

Ⅱ. Dünya Savaşı sırasında, askeri harekatın olduğu zaman hardal gazına 

maruz kalan donanma personelinin, kan ve kemik iliği hücrelerinin toksik 

değişikliklere sahip olduğu bulundu. Aynı dönemde Amerika Birleşik Devletleri 

(ABD) Ordusu, savaş için daha etkili maddeler geliştirmek ve ayrıca koruyucu 

önlemler geliştirmek için hardal gazıyla ilgili bir dizi kimyasal üzerinde çalışıyordu. 

Bu çalışma sırasında nitrojen hardal adı verilen bir bileşik üzerinde çalışıldı ve 

lenfoma adı verilen lenf düğümleri kanserine karşı çalıştığı bulundu. Bu ajan, 

DNA’larına zarar vererek hızla büyüyen kanser hücrelerini öldüren uzun bir dizi 

Şekil 2  

Kanserin Ayırt Edici Özellikleri (Hanahan & Weinberg, 2011) 
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benzer ancak daha etkili ajanlar (alkile edici ajanlar olarak adlandırılır) için model 

görevi gördü (Papac, 2001).  

Nitrojen hardalının keşfinden kısa bir süre sonra, Boston'dan Sidney Farber, 

folik asit vitamini ile ilgili bir bileşik olan aminopterinin akut lösemili çocuklarda 

remisyon sağladığını gösterdi. Bu ilaç, günümüzde yaygın olarak kullanılan bir 

kanser tedavisi ilacı olan metotreksatın atasıydı. O zamandan beri, diğer 

araştırmacılar hücre büyümesi ve replikasyonundaki farklı işlevleri engelleyen 

ilaçları keşfettiler. Kemoterapi dönemi başlamıştı (Pérez-Herrero & Fernández-

Medarde, 2015).  

Metastatik kanser ilk olarak 1956’da koriokarsinom adı verilen nadir bir 

tümörü tedavi etmek için metotreksat kullanıldığında tedavi edildi. Yıllar geçtikçe, 

kemoterapi ilaçları kanserli birçok insanı başarıyla tedavi etmiştir. Kemoterapi ile 

tedavi edilen Hodgkin hastalığı ve çocukluk çağı akut lenfoblastik lösemi olan birçok 

hastanın uzun vadeli remisyonları ve hatta iyileşmeleri ilk kez 1960’larda bildirildi. 

Önümüzdeki on yılda testis kanserinin tedavisi görüldü. Diğer birçok kanser, tedavi 

edilmeseler bile kemoterapi ile uzun süre kontrol altına alınabilir. Bugün, aktiviteyi 

iyileştirmek ve kemoterapinin yan etkilerini azaltmak için çeşitli yaklaşımlar 

mevcuttur. Bunlar: Yeni ilaçlar (yeni ilaç kombinasyonları ve yeni dağıtım 

teknikleri), daha az yan etki üretmek için ilaçları daha spesifik olarak kanser 

hücrelerine (lipozomal terapi ve monoklonal antikor tedavisi gibi) hedefleyen yeni 

yaklaşımlar, koloni uyarıcı faktörler, kemoprotektif ajanlar (deksrazoksan ve 

amifostin gibi) ve anti-emetikler (bulantı ve kusmayı azaltmak için) gibi yan etkileri 

azaltan ilaçlar, çoklu ilaç direncini aşan ajanlar (kanser olağan tedavi ilaçlarına yanıt 

vermediğinde) olarak gösterilmiştir (Papac, 2001; Pérez-Herrero & Fernández-

Medarde, 2015). 

20. yüzyılın başlarında, yalnızca ameliyatla tamamen çıkarılabilecek kadar 

küçük ve lokalize olan kanserler tedavi edilebiliyordu. Daha sonra, cerrahi olarak 

çıkarılmayan küçük tümör büyümelerini kontrol etmek için ameliyattan sonra 

radyasyon kullanıldı. Son olarak, cerrahın ve radyoterapistin ulaşamayacağı yere 

yayılmış küçük tümör büyümelerini yok etmek için kemoterapi eklendi. Ameliyattan 

sonra vücutta kalan kanser hücrelerini yok etmek için kullanılan kemoterapiye 

adjuvan tedavi denir. Adjuvan tedavi ilk olarak meme kanserinde denendi ve etkili 

olduğu bulundu. Daha sonra kolon kanseri, testis kanseri ve diğerlerinde kullanıldı 

(Arruebo vd., 2011; Tohme vd., 2017). 
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Büyük bir keşif, çoklu kemoterapi ilaçlarının (kombinasyon kemoterapi 

olarak bilinir) tek ajanlara göre kullanılmasının avantajıydı. Bazı çok hızlı büyüyen 

lösemi ve lenfoma türleri (sırasıyla kemik iliği hücrelerini ve lenf düğümlerini içeren 

tümörler) kombinasyon kemoterapisine çok iyi yanıt verdi ve klinik deneyler, 

kullanılan ilaç kombinasyonlarının kademeli olarak iyileştirilmesine yol açtı. Bu 

tümörlerin birçoğu günümüzde uygun kemoterapi kombinasyonları ile tedavi 

edilebilmektedir (Mokhtari vd., 2017). 

Kemoterapötik ilaçlar, esas olarak kanser hücrelerinin hızlı çoğalmasını 

önleyen toksik bileşiklere dayanmaktadır ve saç köklerinin, kemik iliğinin ve mide-

bağırsak sistemi hücrelerinin bakımı için gerekli olan hızlı büyümeyi de 

engellemektedir (Pérez-Herrero & Fernández-Medarde, 2015). Kemoterapinin 

bunların yanında diyare, kusma, mukozit, immun sistemin zayıflaması gibi de çok 

yaygın yan etkileri bulunmaktadır. Bunları en aza indirgemek için günümüzde çok 

sayıda araştırmalar yapılmaktadır (Nurgali vd., 2018; Quidde vd., 2018). 

Çok sayıda yan etkilere sahip sitotoksik bir kemoterapotik ilaç olan CPT-11 

ise günümüzde birçok kanser çeşidinin tedavisinde etkili olarak kullanılmaktadır ve 

aynı zamanda yapmış olduğu yan etkilerinden dolayı da günümüzün önemli ve ilgi 

çeken çalışma konularından biridir.  

 

İrinotekan (CPT-11) 

İrinotekan üzerinde en çok çalışılan topoizomeraz I inhibitörlerinden biridir 

(Kciuk vd., 2020). Çin ağacı Camptotheca acuminata’dan izole edilen kamptotesin 

alkaloidinin (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]-karboniloksikamptotesin) 

(CPT-11) yarı sentetik, suda çözünür bir türevidir (Şekil 3). İlk olarak 1994 yılında 

Japonya’da kanser tedavisinde, ardından 1996 yılında ABD’de kullanılmaya başlandı 

(Bailly, 2019; Pommier, 2013). Başta kolon ve pankreas kanserleri olmak üzere 

akciğer, gastrik, ovaryum ve servikal gibi çeşitli kanser türlerini tedavi etmek için 

kullanılmıştır (Makiyama vd., 2018; Musa vd., 2017; Rothenberg, 2001; Yang vd., 

2015). CPT-11, suda çözünürlüğüne katkıda bulunan bis-piperidin yan zinciri ile 

sağlanan pentasiklik bir alkaloiddir. Diğer kamptotesinlere benzer şekilde, irinotekan 

da hücresel ortamın fizyolojik pH’ına bağlı olarak yapısal değişikliklere uğrar. 

İrinotekanın lakton yapısal formunda aktif olduğu ancak hücre zarları boyunca 

geçirgen olmadığı ve bu nedenle karboksilat formunda aktif olmadığı 

düşünülmektedir (Bailly, 2019). 
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Topoizomerazlar 

Topoizomerazlar (Topo), replikasyon ve transkripsiyon sırasında uygun DNA 

topolojisinin korunmasında yer alan nükleer enzim sınıfıdır (Durand-Dubief vd., 

2011). Tekli (tip I topoizomerazlar) veya çift sarmallı (tip II topoizomerazlar) 

kırılmaların eklenmesi, aşırı sarmal DNA’nın gevşemesine ve etkili bir şekilde bir 

şablon görevi görmesine izin verir. İki tip topoizomeraz ayrıca yapısal, mekanik ve 

evrimsel hususlara göre tip IA, IB, IC, IIA ve IIB enzimlerine bölünebilir (Bush vd., 

2015). Yapısal olarak, tip I topoizomerazlar monomerik proteinlerdir, tip II 

topoizomerazlar ise homodimerler olarak çalışır. Topoizomerazlar, enzimin aktif 

merkezindeki bir tirozin rezidüsünün DNA zincirinin bir fosfor grubu ile bağlandığı 

kontrollü ve geri dönüşümlü transesterifikasyon reaksiyonunu katalize eder.  

Tip IA enzimleri, tirozini aktif kısma kovalent olarak bağlar. DNA’nın 5’-

fosforil grubuna merkezlenir ve “iplik geçişi” adı verilen bir mekanizmada çalışır 

(Ahmad vd., 2017). Tersine, IB ve IC topoizomerazları ise, tirozini DNA 

molekülünün 3’-fosforil grubuna “kontrollü dönüş” mekanizmasıyla bağlar (Koster 

vd., 2005). Tip II enzimler ise hedef DNA molekülünün her iki ucunu da bağlar. Bu 

reaksiyonu DNA kırılma oluşumu takip eder. Tip II topoizomerazlar, çift sarmallı 

kırılmalar başlatır ve oluşan kırılmalardan başka bir DNA dupleksini geçirir 

Şekil 3  

CPT-11'in Kimyasal Yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Irinotecan) 
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(Dorman & Dorman, 2016), topoizomerazlar I’in etki mekanizmasında ise, diğer 

DNA sarmalı, yeniden ligasyon işleminden önce yukarıda bahsedilen, ortaya çıkan 

kırılma yoluyla aktarılır (Bush vd., 2015). Geçici olarak ortaya çıkan zincir 

kırıklarının stabilizasyonunun, kanseri tedavi etmek için kullanılan etkili bir terapötik 

strateji olduğu kanıtlanmıştır (Teicher, 2008). 

 

Topoizomeraz İnhibitörleri 

Topoizomeraz inhibitörleri, kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

bileşiklerdir. Topoizomeraz etkisini inhibe etmek için kullanılabilecek birkaç 

moleküler mekanizma vardır. İlki, substrat rekabet edebilirliğine dayanmaktadır. 

İnhibitör bir bileşik, doğrudan enzimin aktif bölgesine bağlanarak doğal substrat 

bağlanmasını önler. Şimdiye kadar, böyle bir bileşik tanımlanmamıştır. İkincisi, 

protein, DNA ve uygun bir şekilde "topoizomeraz zehiri" olarak adlandırılan 

topoizomeraz inhibitörü arasındaki etkileşimlere dayanır. İnhibisyon, DNA 

religasyonu blokajına ve bölünme komplekslerinin oluşumuna neden olur. Son olası 

mekanizma, ATP hidrolizinin önlenmesine bağlıdır. Bu inhibisyon, küçük bir 

moleküler inhibitörün DNA topoizomerazlarının ATP bağlanma bölgesine 

bağlanması yoluyla sağlanır (Bisacchi & Manchester, 2015; Nitiss, 2009). 

 

CPT-11’in Etki Mekanizması 

CPT-11, karaciğerde, hücre içi karboksilesteraz enzimleriyle hidrolize olur ve 

SN-38 olarak adlandırılan aktif metabolitine dönüştürülür (Lee vd., 2019). 

Karboksilesterazlar, uzun zincirli yağ asitlerini monogliseritlere ayırır ve esas olarak 

hepatositlerin ve bağırsak mukozal hücrelerinin mikrozomal fraksiyonunda ve ayrıca 

serumda saptanır. SN-38’in, CPT-11’den en az 100 kat daha sitotoksik ajan olduğu 

kanıtlanmıştır (Ohtsuka vd., 2003).  

CPT-11 etkisini topoizomeraz- I (Topo- I) enzim inhibitörü olarak gösterir. 

CPT-11’in topoizomeraz enzimlerini inhibisyonu ise “topoizomeraz zehiri” olarak 

adlandırılan mekanizma ile protein, DNA ve topoizomeraz inhibitörü arasındaki 

etkileşimle olur (Kciuk vd., 2020). CPT-11 topoizomeraz I-DNA kompleksine 

bağlanır ve DNA iplikçiklerinin yeniden birleşmesini engeller (Şekil 4). Bu üçlü 

kompleksin oluşumu, ilerleyen replikasyon çatallarıyla çarpışması, çift sarmalın 

kopmasıyla sonuçlanır. (Stenvang vd., 2013). Bu, DNA hasarı kontrol noktası 
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sinyalleşmesine, replikasyon çatalının durmasına ve hücre ölümüne katkıda bulunur 

(Xu & Villalona-Calero, 2002).  

ATM–CHK2–p53, CPT-11 tedavisine yanıt olarak hücrelerde aktive olan ana 

sinyal iletim yoludur. Topoizomeraz I inhibitörlerinin en etkili özelliği, hücresel 

topoizomeraz konsantrasyonundaki artışla aynı zamanda enzim inhibisyonundaki 

doza bağlı artışla kendini gösterir. Bu nedenle, hücrelerin topoizomeraz 

inhibitörlerine duyarlılığı esas olarak hücre içindeki topoizomeraz konsantrasyonuna 

bağlıdır. Ayrıca, topoizomeraz I ekspresyonunun kolon kanseri hücrelerinde, tümörü 

çevreleyen normal hücrelere göre 14-16 kat daha yüksek olabileceği gösterilmiştir 

(Kciuk vd., 2020; Pommier vd., 1994).  

 

Şekil 4  

Üçlü İrinotekan-Topoizomeraz I-Çentikli DNA Kompleksi. CPT-11 (kırmızı) ile DNA 

molekülüne (sarı) bağlı topoizomeraz I’in (mavi) inhibisyonu (Kciuk vd., 2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Topoizomeraz- I inhibitörü (SN-38) içeren üçlü irinotekan-topoizomeraz I-

çentikli DNA kompleksi, çentikli sarmalın yeniden ligasyonunu devre dışı bırakır ve 

topoizomeraz salınımını önler (Şekil 5). Oluşan kompleksin ilerleyen replikasyon 

çatallarıyla çarpışması, çift sarmal kırılmalarının (DSB’ler) oluşmasına neden olur. 

Bunu, DNA hasar yanıtı (DDR) sinyali ve apoptoz düzenleyici (BAX), forbol-12-

miristat-13-asetat kaynaklı protein 1 (NOXA) veya p53 gibi pro-apoptotik genlerin 

düzenlenmiş apoptoz modülatörü (PUMA) gen ekspresyonu takip eder. Ayrıca, Bcl-2 

benzeri protein 1 izoform proteininin (BCL-xL) aşağı regülasyonu, BAX ve Bcl-2 

homolog antagonistinin (BAK) mitokondriyal membrana gömülmesine ve sitokrom 
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C’nin (cytC) salınmasına ve  gözeneklerin oluşumuna izin verir. Prokaspazın kaspaz 

9’a (Casp-9) aktivasyonu, proteolitik bölünmeye ve prokaspaz 3’ün apoptozu 

yürüten aktif kaspaz 3’e (Casp-3) dönüştürülmesine neden olur (Kciuk vd., 2020). 

 
 
 

Şekil 5  

CPT-11 Tarafından Uyarılan Hücre Ölümü Mekanizmaları (Kciuk vd., 2020) 

 
 

 
CPT-11’in Metabolizması, Farmakokinetiği ve Toksisitesi 

CPT-11, kan plazmasında karaciğer tarafından karboksilesteraz dönüştürücü 

enzim ve bütirilkolinesteraz enzim tarafından hidroliz ile aktif metabolit etil-10 

hidroksi-kamptotesine (SN-38) dönüştürülen bir ön ilaçtır (Guemei vd., 2001). Daha 

sonra SN-38, 1B1 polipeptidi tarafından karaciğere taşınır ve mikrozomal üridin 50-

difosfo-glukuronosiltransferaz enzimleri tarafından etkisiz hale getirilir. Diğer 

hepatik olmayan UGT enzimleri SN-38’i safra ile salgılanan glukuronide (β-
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glukuronid konjugatı) (SN-38G) dönüştürür. Glukuronidasyon, SN-38’in polaritesini 

büyük ölçüde artırarak ilacın vücuttan atılmasını destekler (Li vd., 2018).  

İlacın metabolizması karmaşıktır. CPT-11, sitokrom P-450 enzimleri 

tarafından verimli bir şekilde metabolize edilir. Bu da CPT-11’in daha az aktif olan 

diğer metabolitlerinin oluşmasına neden olur. Bağırsak mikrobiyotası, SN-38G’nin 

SN-38’e parçalanmasını katalize eden β-glukuronidaz üretimiyle irinotekan 

metabolizmasına katılabilir. SN-38’in glukuronid formu dışındaki irinotekan 

metabolitleri dışkı ile elimine edilir (de Man vd., 2018). İrinotekan eliminasyon 

oranları, ilaç klirensini etkileyen çeşitli faktörlerle oldukça değişkendir. İrinotekan 

farmakokinetiği yaş, cinsiyet, doz, uygulama zamanlaması veya hepatik fonksiyona 

göre değişebilir. 

Bahsedilen faktörlerin bazılarının toksisite üzerinde etkili olduğu 

bildirilmiştir. En sık karşılaşılan yan etkilerden biri olan nötropeni(hastaların %18-

54’ü), kadınlarda erkeklerden daha sık görülür (de Man vd., 2018). Nötropeni ve 

şiddetli gecikmiş diyare, irinotekan tedavisini sınırlayan sırasıyla hematolojik ve 

gastrointestinal toksisitenin başlıca semptomlarıdır. Birçok vaka, irinotekan 

tedavisinin steatohepatit gelişimine de yol açabileceğini göstermektedir (Bao vd., 

2019; Vauthey vd., 2006). CPT-11’in tedavi sınırlayıcı bu yan etkilerinden dolayı 

günümüzde bu konuyla ilgili çalışmalar popülerliğini artırmış ve önem kazanmıştır. 

 

N-Asetilsistein (NAC) 

N-Asetilsistein (NAC), FDA tarafından onaylanmış ve WHO tarafından da 

asetaminofen (parasetamol) doz aşımı tedavisinde yaygın olarak kullanımı kabul 

edilmiş ve solunum yolu hastalıklarında temel bir mukolitik ajan olarak tanınmış bir 

ilaçtır (Tardiolo vd., 2018). ABD, Kanada ve Avustralya dahil olmak üzere bazı 

ülkelerde, NAC genellikle antioksidan özelliklere sahip ve bir nutrasötik olarak 

büyük ticari ilgiye sahip reçetesiz bir besin takviyesi olarak mevcuttur (Ooi vd., 

2018). NAC’ın birincil rolü, hücresel redoks dengesizliğinin korunmasını 

destekleyen antioksidan ve anti-enflamatuar aktivitesi ile ilişkilidir. Bu nedenle 

terapötik potansiyeli, oksidatif stresi etiyolojisine ve ilerlemesine bağlayan bir dizi 

hastalıkla ilgilidir. NAC’ın olumlu etkilerini araştırmaya yönelik ilgi giderek 

artmaktadır. Bu ilgi, güçlü bir hücre koruyucusu olmasının yanı sıra aynı zamanda 

düşük maliyetiyle ilişkili güvenlik, absorpsiyon ve biyoyararlanım ile ilgili 

özelliklerinden de kaynaklanır (Dodd vd., 2008; Ooi vd., 2018).  
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Hayvan çalışmaları, NAC’ın, geçici serebral iskeminin neden olduğu beyin 

hasarının iyileştirilmesi (Cuzzocrea vd., 2000), enfeksiyon durumunda ağrı ve 

iltihaplanma yönetimi (Crupi vd., 2020) ve tiroidin morfoloji restorasyonu (Poncin 

vd., 2010) dahil olmak üzere farklı koşullar altında oksidatif strese ve iltihaplanmaya 

karşı enflamatuar hücrelerin infiltrasyonunun azalması yoluyla güçlü bir koruyucu 

etkisi olduğunu göstermiştir (Tenório vd., 2021). 

 

NAC’ın Biyoyarlanımı, Farmakokinetiği ve Yan Etkileri 

NAC oral, intravenöz veya inhalasyon yoluyla uygulanabilir, genellikle 

güvenlidir ve yüksek dozlarda bile iyi tolere edilir (Bavarsad Shahripour vd., 2014). 

Oral olarak, salınan sisteinin çoğunu glutatyon (GSH) sentezine yönlendiren 

karaciğer tarafından hızlı bağırsak emilimi ve metabolizmasından muzdariptir 

(Rushworth & Megson, 2014).  

Serbest NAC’ın biyoyararlanımı çok düşüktür (<%10) ve bozulmamış 

molekülün yalnızca küçük bir miktarı plazmaya ve dokulara ulaşır. Ek olarak, 

NAC’ın plazmada (oksitlenmiş, indirgenmiş ve proteinlere bağlı) bulunabilmesinin 

çeşitli yolları nedeniyle, farmakokinetiği (FK) henüz tam olarak anlaşılmamıştır. 

NAC, bir disülfite, N,N'-diasetilsistine oksitlenebilir ve diğer düşük moleküler 

ağırlıklı tiyollerle reaksiyon yoluyla hala karışık disülfidler üretir. Tam 

metabolizmalarından sonra, sistein, sistin, inorganik sülfat ve glutatyon üretilen 

birincil metabolik ürünlerdir (Olsson vd., 1988). 

NAC’ın yan etkileri hafif ile şiddetli arasında değişir ve kullanılan 

formülasyona ve doza bağlıdır, ancak tıbbi kayıtların kapsamlı bir incelemesi, 

intravenöz ve oral NAC’ın minimum yan etkilerle ilişkili olduğunu göstermiştir. Oral 

uygulamada en yaygın yan etkiler, hastaların %23’üne varan oranlarda ortaya çıkan 

mide bulantısı ve kusma gibi gastrointestinal semptomlardır. İntravenöz 

uygulamalarda ise bu oran %9’dur (Bebartha vd., 2010). 

 

NAC’ın Etki Mekanizması 

NAC, amino asit L-sistein için asetillenmiş bir öncü olarak hareket eden bir 

tiyoldür; bir elektron vererek çeşitli radikalleri indirgeyebilir veya bir veya iki 

elektron vererek bir nükleofil gibi davranır (Şekil 6). Sülfidril fonksiyonel grubu (–

SH) artı amino grubuna (NH2) bağlı bir asetil grubu (–COCH3) tarafından 
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oluşturulan kimyasal yapısı, doğrudan ve dolaylı antioksidan etki ve mukolitik etki 

ile ilgili metabolik aktivitelerinden sorumludur (Samuni vd., 2013). 

 
Şekil 6  

NAC'ın Kimyasal Yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetylcysteine)  

 

 

 

 

 

 

 

 

NAC'nin doğrudan antioksidan aktivitesi, serbest tiyol grubunun reaktif 

oksijen türleri ve reaktif nitrojen türleri (RNS) ile reaksiyona girme yeteneğinden 

kaynaklanmaktadır (Pei vd., 2018).  

Deneysel koşullar altında NAC, nitrik oksidin (•NO) indirgenmiş ve 

protonlanmış formu olan nitroksile (HNO) ek olarak, hidroksil radikali (•OH), 

nitrojen dioksit (•NO2), karbon trioksit iyonu (CO3•−) ve tiyl radikali (RS•) ile hızla 

reaksiyona girer. Radikal anyon süperoksit (O2•−), hidrojen peroksit (H2O2) ve 

peroksinitrit (ONOO−) ile reaksiyonlar görecelidir (Samuni vd., 2013). 

Deneysel çalışmalar diğer tiyoller gibi, NAC’ın de serbest tiyolü aracılığıyla 

geçiş metalleri; bakır (Cu2+) ve demir (Fe3+) gibi, ağır metaller; kadmiyum (Cd2+), 

civa (Hg2+) ve kurşun (Pb2+) gibi aktif redoks metal iyonlarına bağlanabileceğini ve 

vücut tarafından kolayca atılan kompleksler oluşturabileceğini göstermektedir (Pei 

vd., 2018). 

NAC, toksisite durumlarında metal iyonlarının seviyelerini azaltabilse de 

(Kasperczyk vd., 2016) şelatlama özelliklerini değerlendiren klinik çalışmalar 

sınırlıdır. NAC’ın potansiyel bir şelatör olarak işlev görüp görmediği veya bulunan 

faydaların ağırlıklı olarak, sistein (L-γ-glutamyl– L -cysteinyl–glycine) içeren hücre 
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içi tripeptit artışı yoluyla dolaylı bir antioksidan olarak etkisi ile ilişkili olup olmadığı 

hala açık değildir (Rushworth & Megson, 2014). 

Güçlü bir antioksidan olarak NAC’ın önemi, hücre içi sistein seviyelerini 

artırma ve ardından GSH’de artış sağlama yeteneği ile doğrudan bağlantılıdır. Hem 

GSH hem de sisteinin izole kullanımları, hücreler içindeki GSH seviyelerini 

yükseltmede etkili değildi, bu da NAC’ı, parasetamol gibi ksenobiyotik zehirlenme 

durumlarında veya GSH eksikliği ile ilgili patolojilerde oksidatif stresin neden 

olduğu hasarı azaltmak için ana stratejilerden biri haline getirdi (Tenório vd., 2021). 

Ek olarak, NAC tiyol proteinlerini (sisteinillenmiş hücre dışı proteinler gibi) 

parçalayabilir ve GSH biyosentezini güçlendiren daha yüksek antioksidan kapasiteli 

serbest tiyolleri serbest bırakabilir. NAC tarafından uygulanan dolaylı antioksidan 

aktivite ile bağlantılı bir başka mekanizma, indirgeme kapasitesi ile ilgilidir. 

NAC, plazmada ve ECM’de bulunan ve ana antioksidan olan 

merkaptoalbumin ile olduğu gibi, redoks durumunun düzenlenmesinde yer alan 

düşük moleküler ağırlıklı (LMW) tiyollerin ve indirgenmiş protein sülfhidril 

gruplarının sistemik havuzlarını geri yükleme yeteneğine sahiptir (Aldini vd., 2018).  

NAC’ın, indirgeme kapasitesi nedeniyle çok önemli bir diğer özelliği de 

güçlü bir balgam söktürücü olmasıdır. NAC, mukolitik bir ajan olarak bilinir, çünkü 

çapraz bağlı mukus proteinlerindeki disülfit bağlarını azaltabilir, bunların liganda 

bağlanmasını kesebilir ve yapılarını değiştirebilir, böylece mukusun viskozitesini ve 

elastikiyetini azaltabilir (Samuni vd., 2013).  

Deneysel çalışmalar ayrıca, NAC’ın, vasküler düz kas hücrelerinde 

anjiyotensin II reseptörünün bağlanmasında bir azalma (Ullian vd., 2005), sitokinler 

TNF-α reseptör afinitesinin değişmesi (Hayakawa, 2003) ve tip III dönüştürücü 

büyüme faktörü reseptörü (TβRIII) betaglikanına bağlanan dönüştürücü büyüme 

faktörü beta 1 (TGF-β1) kapasitesinde bir azalma sağladığını göstermiştir (Meurer 

vd., 2005). 

NAC, oksidatif strese yanıtta yer alan enflamatuar kaskad ve immün yanıtta 

kritik bir rol oynayan aktif B hücrelerinin (NF-κB) nükleer faktör kappa-hafif zincir 

arttırıcısını inhibe ederek anti-enflamatuar aktivite uygular. NAC, pro-enflamatuar 

gen ekspresyonunun düzenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktörü NF-κB’ın 

translokasyonunu ve nükleer aktivasyonunu bloke eder (de Andrade vd., 2015; Pei 

vd., 2018). NAC’ın, lipopolisakaritle aktive olan makrofajlarda pro-enflamatuar 
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sitokinlerin (TNF-α ve IL-1β) salınımını baskıladığı da gösterilmiştir (Palacio vd., 

2011). 

 

NAC’ın Klinik Kullanımları 

NAC’ın birçok farklı hastalıkla ilgili kullanım alanları ve çalışmaları 

yapılmıştır (Şekil 7). Akciğer hastalığı (Rabe & Watz, 2017), kardiyovaksüler sistem 

(Sochman, 2002), psikiyatrik-mental problemler (Dean vd., 2011), nörodejeneratif 

hastalıklar (Monti vd., 2019), karaciğer (de Andrade vd., 2015), böbrek (Santana-

Santos vd., 2014), gastrointestinal sistem (Hamidian vd., 2015; Yoon vd., 2016), 

enfeksiyon hastalıkları (Jorge-Aarón & Rosa-Ester, 2020), kanseri önleme ve 

tedavideki (Elbini Dhouib vd., 2016)çalışmaları mevcuttur. 

 

Şekil 7 

NAC’ın Biyolojik Aktiviteleri ile Terapötik Kullanım Alanları (Tenório vd., 2021) 

 

 
Oksidanlar ve Anti-oksidanlar 

Reaktif oksijen türleri (ROS) ve reaktif nitrojen türleri (RNS) uygun koşullar 

altında substratları oksitleyebilen serbest radikaller ve radikal olmayan oksijen, 

nitrojen ve kükürt türevleri dahil olmak üzere çeşitli reaktif molekülleri içerir. 

ROS, moleküler oksijenin (O2) ve diğer moleküllerle reaksiyon ürünlerinin 

kısmi indirgenmesiyle oluşan moleküllerdir. RNS, ROS’un nitrik oksit (•NO) ile 
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reaksiyonu sonucu oluşan nitrojeni içeren ROS’un bir alt sınıfıdır (Moloney & 

Cotter, 2018). Hem ROS hem de RNS, makromoleküllerin geri dönüşümlü oksidatif 

modifikasyonları yoluyla hücre gelişimi, çoğalması, farklılaşması, oksijen algılaması 

ve adaptif bağışıklığa katılır; ancak fazla miktarda bulunduklarında hücresel oksidatif 

hasara neden olabilirler (Breitenbach vd., 2018).  

Eşleşmemiş elektronlara sahip olup olmamalarına bağlı olarak radikaller ve 

radikal olmayanlar olarak iki tip ROS tanımlanmıştır. O2’ye art arda elektron 

eklenmesi süperoksit anyonunu (O2•-), peroksit iyonunu (O2
2-) ve oksit iyonlarını 

(O2-) üretir. O2•- zayıf bir oksidan radikaldır. Mitokondriyal elektron transfer 

zincirindekiler, ksantin oksidaz (XO), NADPH oksidazları (NOX) ve Sitokrom P450 

(CYP) dahil olmak üzere birçok oksidazın ana oksidasyon ürünüdür (Halliwell, 

2006).  

Hidrojen Peroksit (H2O2), radikal olmadığı için O2•-,’dan daha uzun ömürlü 

ve daha güçlü bir oksidandır. H2O2, monooksijenazların ve oksidazların oksidasyon 

ürünüdür ve katalaz (CAT) veya Glutatyon Peroksidaz (GPx) tarafından su (H2O)’ya 

dönüştürülebilir (Halliwell, 2006).  

Hidroksil radikali (HO•) H2O2’nin bakır ve demir gibi indirgenmiş geçiş 

metallerinin etkileşimi ile oluşur ve reaktivitesi en yüksek oksijen türüdür (Halliwell, 

2006).  

Memeli hücrelerinde ROS’un ana kaynakları, mitokondriyal elektron taşıma 

zincirinde, endoplazmik retikulumda protein katlanması sırasında, NOX enzimleri ve 

H2O2 üretimidir. Mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP üretimi sırasında, 

sitokrom c oksidaz kompleksi tarafından O2’nin %95’inin H2O’ya indirgendiği ve 

oksijenin yaklaşık %1’inin elektron taşıma zincirinin kompleksleri I ve III’de 

elektron sızıntısı sırasında erken oksijen indirgemesi ile O2•-, dönüştürüldüğü tahmin 

edilmektedir (Moloney & Cotter, 2018; Tahara vd., 2009).  

Mitokondriyal ROS üretimi, elektron taşınması için enerjetik bir bariyer 

işlevi gören yüksek mitokondriyal transmembran potansiyeli, yüksek oranda 

indirgenmiş kompleksler I ve III ve düşük solunum hızları ile arttırılır (Tahara vd., 

2009). Mitokondriyal O2•-, mitokondriyal matrikste yer alan manganez (MnSOD), 

bakır/çinko (Cu/ZnSOD) süperoksit dismutazlar veya peroksidazlar veya 

peroksiredoksinler (PRDX) gibi diğer antioksidan enzimler tarafından H2O2’ye 

dönüştürülür (Kalyanaraman vd., 2018).  
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Çeşitli çalışmalar, mitokondriden ve diğer kaynaklardan türetilen yüksek 

ROS seviyeleri ile farklı kanser türlerinde kanser hücresi malignitesi arasında bir 

ilişki tanımlamıştır ve kanser hücrelerinin, ROS üretimini ve malignite için 

antioksidan kapasitelerini modüle edebileceği öne sürülmüştür (Moloney & Cotter, 

2018; Sarmiento-Salinas vd., 2019).  

Antioksidan sistem, ROS/RNS seviyelerine etkili bir şekilde karşı koyan ve 

hücreyi yüksek oksidasyon seviyelerinden koruyan, katalitik olmayan küçük 

moleküller ve enzimlerden oluşan karmaşık bir settir. Oksidanlar ve antioksidanlar 

arasındaki dengede oksidanlar lehine göre değişiklik oksidatif stres olarak 

adlandırılır. Bu durum redoks sinyallemesinde değişikliklere, proteinlerin, 

fosfolipitlerin, nükleik asitlerin zarar görmesine ve birçok durumda hücre ölümüne 

yol açabilir (Hayes vd., 2020).  

SOD’lar, sitoplazmik Cu/ZnSOD (SOD1), mitokondriyal MnSOD (SOD2) ve 

hücre dışı Cu/ZnSOD (SOD3) dahil olmak üzere O2•- tutucu grubudur ve O2•-’in 

moleküler oksijene ve H2O2’ye dönüşümünü katalize eder. Daha sonra CAT 

tarafından H2O ve O2’ye dönüştürülür veya H2O2 kullanarak glutatyonun (GSH) 

glutatyon disülfite (GSSG) oksidasyonunu katalize eden GPx tarafından H2O’ya 

indirgenir (Halliwell, 2006; Hayes vd., 2020; Moloney & Cotter, 2018).  

SOD Reaksiyonları. Stres koşulları altında gelişmiş ROS oluşumu hem 

koruyucu tepkileri hem de hücresel hasarı indükler. O2·–'nin temizlenmesi, 

süperoksitin H2O2'ye dismutasyonunu katalize eden bir yukarı akış enzimi olan SOD 

aracılığıyla sağlanır. Bu reaksiyon, spontan dismutasyondan 10 000 kat daha hızlıdır 

(Bowler vd., 1992). Enzim, tüm aerobik organizmalarda ve oksidatif strese duyarlı 

tüm hücre kompartmanlarında bulunur (Bowler vd., 1992).  

Süperoksit radikalleri, istilacı patojenlere karşı savunma mekanizmalarını 

aktive etmek için normalde NADPH oksidaz enzimi tarafından üretilir. Süperoksit, 

elektron taşıma zinciri tarafından nihai pozisyonu işgal eden ve terminal elektron 

alıcısı olarak hareket eden oksijenden üretilir. Bazı elektronlar, elektron taşıma 

zincirinden rastgele sızabilir ve süperoksit radikalleri üretmek için oksijenle 

etkileşime girer. Böylece fizyolojik koşullar altında mitokondrideki oksijen 

moleküllerinin yaklaşık %1-3'ü süperoksit radikallerine dönüştürülür. Süperoksit 

radikali normalde esas olarak bir anyon radikali formunda bulunur ve bir 

dismutasyon reaksiyonu ile uzaklaştırılır. SOD’un katalizlediği reaksiyon aşağıda yer 

almaktadır. 
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GPx, substrat olarak indirgenmiş GSH gerektiren bir enzim ailesidir. 

Oksidatif strese karşı ikinci bir savunma hattı sağlarlar. 21 kDa'lık dört özdeş alt 

birimden oluşur ve her alt birim bir selenosistein kalıntısı içerir. GPx, kofaktör olarak 

GSH kullanarak organik ve inorganik H2O2’nin H2O’ya ve ilgili alkollere 

indirgenmesini katalize eder. Çok bileşenli bir antioksidan savunma sistemi olarak 

işlev gördüğü hücre zarı çoklu doymamış yağ asitlerinin korunmasında önemli bir rol 

oynar. GPx, substrat için CAT’den daha yüksek bir afiniteye sahiptir ve yağ asidi 

hidroperoksitlerini azalttığı bilinmektedir. Çoğu hayvan hücresinde hem CAT hem 

de GPx bulunur. GPx selenyum bağımlı ve selenyumdan bağımsız olmak üzere iki 

biçimde sınıflandırılabilir. Hem sitozolde hem de mitokondride bulunurlar. GPx’ler 

ayrıca ROS’un detoksifikasyonunda önemli bir rol oynar ve yüksek ROS seviyeleri 

altında aktive olan ilk enzim olduğu bulunmuştur (Ali vd., 2020).  

GPx Reaksiyonları. Aşırı süperoksit ve hidroksil radikali (OH•), 

peroksinitrit (ONOO-) ve nitrojen dioksit (NO2) gibi türevlerinin varlığı oksidatif 

strese yol açar ve enflamasyon, mitokondriyal dejenerasyon ve tümör oluşumu 

sırasında yaygındır (Miriyala vd., 2012). 

Glutatyon peroksidaz (GPx), biyolojik moleküllerin zarar görmesini, 

inaktivasyonunu, çapraz bağlanmasını ve parçalanmasını ve peroksidasyonu koruyan 

H2O2’yi H2O’ya parçalayabilen güçlü bir antioksidan enzimdir. GPx aktivitesinin 

azalması, NF-κB ile ilişkili enflamatuar yolların aktivasyonuna ve doğrudan doku 

hasarına yol açan hidrojen peroksit hareketindeki artışla ilişkilidir (B. P. Yu & 

Chung, 2006).  

Sitosolik glutatyon peroksidaz (GPx1), hidrojen peroksitin (H2O2) 

bozunmasını katalize eder (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013b; Flohé, 2009, 2015). 

GPx tarafından katalize edilen temel reaksiyonlar: 

 

GPx 
2𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 + 𝐺𝐺2𝑂𝑂 →𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 + 2𝐺𝐺2𝑂𝑂 

GPx 
2𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 +  ROOH →𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 + 𝑅𝑅𝑂𝑂𝐺𝐺 +  𝐺𝐺2𝑂𝑂 
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GSH sistemi, hücre içi redoks dengesinin korunmasına ve redoksla 

düzenlenen proteinlerdeki sisteinlere disülfit bağı indirgemesi yoluyla sinyal 

yollarının düzenlenmesine katılan, hücredeki ana antioksidan sistemlerden biridir. 

GSH, sitozolde sentezlenir, ancak organellerde bulunduğu ve belirli işlevlere sahip 

ayrı GSH havuzları oluşturduğu bulunmuştur (Marí vd., 2020). GSH, NADPH’ye 

bağlı glutatyon redüktaz (GR) tarafından indirgenmiş durumda tutulur, Glutatyon-S-

transferaz (GST) ile hedef proteinlere aktarılır ve glutaredoksin (GRX) tiyol 

transferazlar veya bazı peroksiredoksinler (PRX) veya GPx gibi hücresel 

detoksifikasyonda yer alan enzimlerin aktivitesini sürdürür (Liu vd., 2014).  

Diğer değerli endojen antioksidanlar, bilirubin, melanin ve ürik asitin yanı 

sıra eksojen olarak türetilen E vitamini, C vitamini, β-karoten ve bitki polifenolleridir 

(Hayes vd., 2020).  

 

Şekil 8 

ROS, kanser risk faktörleri ve karsinogenez (Sarmiento-Salinas vd., 2021) 
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ROS’un kanserde temel bir rolü vardır (Şekil 8). Normal hücrelerde (yeşil 

hücre), homeostatik koşullar altında, redoks sistemi hücre içi ROS seviyelerini düşük 

tutarak dengededir. Bununla birlikte, obezite, sigara içme, radyasyona maruz kalma 

gibi kanser risk faktörleri, ROS seviyelerini artırarak DNA hasarına, genomik 

istikrarsızlığa ve prekanseröz lezyonlarda (kırmızı hücreler) bulunan kansere neden 

olan mutasyonların ortaya çıkmasına neden olur. p53 gibi tümör baskılayıcı 

proteinler, kansere neden olan uyaranlara yanıt olarak etkinleştirilebilir, DNA 

mutasyonlarını onarabilir ve antioksidan genlerin transkripsiyonunu tetikleyebilir. 

Aksine, onarım mekanizmaları yetersiz olduğunda, ROS ve/veya antioksidan 

seviyeleri yükselir, yeni ve değişmiş bir redoks dengesi yaratır, hücre içi onkojenik 

sinyal yollarının aktivasyonunu destekler ve kanser hücrelerinde (kırmızı hücreler) 

hücresel bileşenlerin işlevselliğini korur. Bu yollar genellikle artan hücre 

proliferasyonu, hayatta kalma, metastaz, sitokin salgılanması ve ilaç direnci ile 

ilişkilidir. Son olarak, bunalmış bir antioksidan sistem nedeniyle ROS’daki aşırı artış, 

redoks dengesinde bir kayba neden olarak apoptoz ve nekrozu indükler. Bu noktada, 

şiddetli hücresel hasara bağlı olarak p53’ün aktivasyonu, hücre döngüsü durmasını, 

yaşlanmayı ve hücre ölümünü (gri hücreler) indükleyebilir. ROS aracılı onkojenik 

sinyalleme ile ilgili olarak, bu incelemenin odak noktası çoğunlukla hücre içi ROS 

kaynakları ve düzenlenmiş yollardır (Sarmiento-Salinas vd., 2021). 

 
Malondialdehit (MDA) 

Oksidatif stresin birçok biyolojik hedefi arasında, lipitler en fazla yer alan 

biyomolekül sınıfıdır. Lipid oksidasyonu bir dizi ikincil ürüne yol açar. Bu ürünler 

esas olarak oksidatif hasarı şiddetlendirme yeteneğine sahip aldehitlerdir. Uzun ömür 

ve yüksek reaktivite, bu moleküllerin hücrelerin içinde ve dışında hareket etmesine, 

nükleik asitler ve proteinler gibi biyomoleküllerle etkileşime girmesine ve genellikle 

hücre işlevselliğinde yer alan hassas mekanizmalara geri dönüşümsüz şekilde zarar 

vermesine olanak tanır (del Rio vd., 2005). 

MDA çoklu doymamış yağ asidi (PUFA) peroksidasyonunun başlıca ve en 

çok çalışılan ürünüdür. 1960’lardan bu yana, in vivo ve in vitro oksidatif stres 

seviyesini ölçmede bu molekülü değerlendirmek için çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Biyolojik numunelerdeki ana MDA kaynağı, PUFA’nın iki veya daha 

fazla metilen kesintili çift bağ ile peroksidasyonudur (del Rio vd., 2005).  
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Pryor ve Stanley (Pryor & Stanley, 1975), MDA öncüsünün uçucu olmayan 

doğasına dayanan hipotez mekanizmalarını temel alarak, bu öncüyü prostaglandin 

biyosentezi sırasında oluşana benzer bir bisiklik endoperoksit olarak tanımladılar. 

Metil linoleat prostaglandin benzeri endoperoksitlere dönüşür. MDA’nın stresli 

koşullar altında bu öncülerden kaynaklandığına inanılmaktadır.  

 

MDA’nın reaktivitesi ve toksisitesi 

Fizyolojik durumunda, nötr pH’ta, MDA bir enolat anyon olarak bulunur ve 

düşük kimyasal reaktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, bu molekül, birkaç farklı 

eklenti oluşturmak için nükleik asit bazları ile etkileşime girebilir. Bu reaksiyonun 

ana ürününün, literatürde M1dG, M1GdR veya M1G gibi birçok farklı kısaltmayla 

bildirilen pirimido-[1,2-a]purin-10(3H)-1 deoksiriboz olduğu bilinmektedir 

(VanderVeen vd., 2003).  

Yapılan çalışmalar, M1G’nin bakteri ve memeli hücrelerinde sekansa bağlı 

çerçeve kayması mutasyonlarını ve baz çifti ikamelerini indükleyebildiğini 

göstermiştir (VanderVeen vd., 2003).  

Başka bir çalışmada ise MDA’nın DNA’da güçlü biyolojik etkileri olan 

sarmallar arası çapraz bağlar oluşturma yeteneğini içeren alternatif bir genotoksisite 

mekanizması gösterilmiştir (Niedernhofer vd., 2003). 

Voitkun ve Zhitkovich ise MDA’nın DNA-protein çapraz bağları oluşturma 

yeteneğini bildirdi (Voitkun & Zhitkovich, 1999). 

MDA’nın bu potansiyel genotoksik aktivitelerinin tümü, mutasyonlara ve 

ardından kansere yol açabilir. Bu sebeplerle bu çalışmada MDA değerleri de 

ölçülmüştür. 

 

Pro-enflamatuar Sitokinler: IL-1β ve TNF-α  

Sitokinler, hücreler tarafından salınan küçük proteinlerdir ve hücreler 

arasındaki etkileşimler ve iletişimler üzerinde spesifik bir etkiye sahiptir. Sitokin 

genel bir isimdir; diğer isimler arasında lenfokin (lenfositler tarafından yapılan 

sitokinler), monokin (monositler tarafından yapılan sitokinler), kemokin (kemotaktik 

aktiviteye sahip sitokinler) ve interlökin (bir lökosit tarafından yapılan ve diğer 

lökositler üzerinde etkili olan sitokinler) bulunur. Sitokinler, onları salgılayan 

hücrelere (otokrin etki), yakındaki hücrelere (parakrin etki) veya bazı durumlarda 

uzak hücrelere (endokrin etki) etkilerini gösterebilir (Dinarello, 2000)  
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Farklı hücre tiplerinin aynı sitokini salgılaması veya tek bir sitokinin birkaç 

farklı hücre tipi üzerinde etki etmesi (pleiotropi) yaygındır. Benzer fonksiyonlar 

farklı sitokinler tarafından uyarılabilir. Sitokinler ayrıca sinerjistik veya antagonistik 

olarak hareket edebilir (J.-M. Zhang & An, 2007). 

Sitokinler, bağışıklık hücrelerini uyarmak ve çoğaltmak için istilacı 

patojenlere yanıt olarak üretilir. Homeostaz ve hastalık sırasında hücre iletişiminde 

yer alan ana sitokin sınıfları arasında interlökinler, interferonlar, tümör nekroz 

faktörü ailesinin bazı üyeleri, kemokinler (kemotaktik sitokinler) ve büyüme 

faktörleri yer alır (Propper & Balkwill, 2022). 

Hem anti-enflamatuar hem de pro-enflamatuar sitokinler vardır. Pro-

enflamatuar sitokinler T hücreleri, CD4+ hücreleri, makrofajlar ve dendritik 

hücrelerden salgılanır. İnterlökinler (IL-1, IL-2, IL-12, IL-17, IL-18), IFN-γ ve TNF-

α üretimi ile karakterize edilirler. Anahtar pro-enflamatuar sitokinler IL-1, IL-6 ve 

TNF-α'dır. Bu sitokinler, diğer sitokin reseptör tiplerinden yapısal olarak farklı olan 

tip I sitokin reseptörleri aracılığıyla sinyal verir. Hücre aracılı bağışıklık tepkisini 

koordine etmek için çok önemlidirler ve bağışıklık sistemini modüle etmede kritik 

bir rol oynarlar. Pro-enflamatuar sitokinler genellikle, virüsler de dahil olmak üzere 

hücre içi patojenleri kontrol etmek ve yok etmek amacıyla bağışıklık hücrelerinin 

büyümesini, hücre aktivasyonunu, farklılaşmasını ve enfeksiyon bölgelerine 

yönlendirilmesini düzenler (Turner vd., 2014). 

Anti-enflamatuar sitokinler ise, pro-enflamatuar sitokin yanıtını kontrol eden 

moleküllerdir. Başlıca anti-enflamatuar sitokinler, IL-1 reseptör antagonisti, IL-4, IL-

6, IL-10, IL-11 ve IL-13'ü içerir (Opal & DePalo, 2000). 

 

IL-1β 

IL-1β birincil olarak mononükleer fagositik hücreler tarafından üretilir ancak 

aynı zamanda endotelyal hücreler, keratinositler, sinoviyal hücreler, osteoblastlar, 

nötrofiller, glial hücreler ve çok sayıda diğer hücreler tarafından da üretilebilir. IL-1β 

üretimi, endotoksin, diğer sitokinler, mikroorganizmalar ve antijenler dahil olmak 

üzere çeşitli maddeler tarafından uyarılabilir (Zhao vd., 2021). 

Geçiş benzeri reseptörler (TLR), patojenler tarafından kullanılan ancak 

memeli hücreleri tarafından kullanılmayan motifleri tanıyan ve mononükleer 

fagositik hücre sitokin üretimi de dahil olmak üzere doğuştan gelen bağışıklık 

tepkilerini güçlü bir şekilde aktive edebilen bir model tanıma reseptörleri ailesini 
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temsil eder. TLR ve NOD benzeri reseptörler dahil olmak üzere patern tanıma 

reseptörlerinin (PRR) uyarılması hem viral hem de mikrobiyal moleküller tarafından 

indüklenebilir. Bu daha sonra IL-1β ifadesinin indüksiyonuna yol açar. IL-1β dahil 

olmak üzere IL-1 ailesinin üyeleri, tipik olarak bir salgı dizisi olmadan öncüler 

olarak sentezlenir. Bu nedenle, aktif sitokin oluşturmak için IL-1β'nın bölünmesi 

gerekir ve bu, enflamasyon olarak adlandırılan özel bir hücre içi kompleks içinde 

bulunan IL-1-dönüştürücü enzim (ICE) veya kaspaz-1 tarafından gerçekleştirilir 

(Dinarello, 2000; O’Neill, 2008). 

IL-1'in en önemli biyolojik aktivitelerinden biri, IL-2 üretimini ve IL-2 

reseptörlerinin ekspresyonunu artırarak T lenfositlerini aktive etme yeteneğidir. IL-

1'in yokluğunda, azalmış bir bağışıklık tepkisi veya bir tolerans durumu gelişir. IL-1, 

B hücresi proliferasyonunu arttırarak immünoglobulin sentezini arttırır. Bağışıklık 

yanıtı sırasında IL-1 üretimi, hasta olmakla ilişkili bir dizi değişiklik üretir. IL-1, 

hastalık sırasında halsizlik, uyku, iştahsızlık ve ateş gibi semptomları var etmek için 

merkezi sinir sistemi ile etkileşime girer. IL-1-hepatosit etkileşimi, "temizlik" 

proteinlerinin (örneğin, albümin) üretimini inhibe eder ve akut faz yanıt peptidlerinin 

(örneğin, amiloid peptidi, C-reaktif peptidi, kompleman) sentezini uyarır. IL-1, 

ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektinin yukarı regülasyonu yoluyla lökositlerin endotel 

hücre yapışmasını uyarır. IL-1, septik şokun hipotansiyonuna katkıda bulunur (Zhao 

vd., 2021). 

TNF ve IL-1, çok sayıda biyolojik aktiviteyi paylaşır; en büyük fark, TNF'nin 

lenfosit proliferasyonu üzerinde doğrudan etkisinin olmamasıdır (Zhao vd., 2021). 

 

TNF-α 

TNF-α’nın aktif formu bir homotrimerdir. Mononükleer fagositlere ek olarak, 

TNF-α nötrofiller, aktive lenfositler, doğal öldürücü hücreler (NK), endotel hücreleri 

ve mast hücreleri tarafından da üretilebilir (Beutler & Cerami, 1989). 

TNF’nin monositler tarafından en güçlü indükleyicisi, TLR2 ve TLR4 

aracılığıyla etki eden lipopolisakkaritler (LPS)'dir. TNF-α, çözünür aktif faktörün 

TNF-α dönüştürücü enzim kullanılarak bölünme yoluyla üretildiği zara bağlı bir 

protein olarak meydana gelir (Tartaglia & Goeddel, 1992). 

TNF’ler, kanserli hücreler üzerinde doğrudan sitotoksik etkiler yoluyla ve 

antitümör bağışıklık tepkilerini uyararak antitümör bağışıklığını indükler. TNF, 

ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin olarak bilinen adezyon moleküllerini indüklemek 



30 
 

için endotel hücreleri ile etkileşime girerek granülositlerin enflamatuar lokuslara 

çıkışına izin verir. TNF güçlü bir nötrofil aktivatörüdür, yapışmaya, kemotaksiye, 

degranülasyona ve solunum patlamasına aracılık eder. Maligniteleri tedavi etmek 

için TNF'nin potansiyel terapötik değerine yönelik ilgi, ciddi yan etkileri olması 

sebebiyle azalmıştır. TNF, kronik enfeksiyonlarda ve kanserde ciddi bir kaşeksiye 

yol açar. Ayrıca, TNF vasküler sızıntıya neden olur, negatif inotropik etkilere 

sahiptir ve toksik şok ve sepsisin birincil endojen aracısıdır (Tracey vd., 1987).  

Tümör hücrelerine karşı yöneltilen bağışıklık tepkilerine birincil olarak CD8+ 

sitotoksik lenfositler ve NK hücreleri aracılık eder. Sitotoksik bağışıklığı aktive eden 

en önemli sitokin TNF-α’dır (Zhao vd., 2021). 

 

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) 

Hücreler ve hücre dışı matriks arasındaki etkileşim, organizmanın normal 

gelişimi ve farklılaşmasında kilit rol oynar. Hücre dışı matriksteki değişiklikler, çok 

miktarda ECM bileşeninin proteolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler sistemi 

tarafından düzenlenir. ECM’nin bileşiminin ve bütünlüğünün düzenlenmesiyle, bu 

enzim grubu hücre proliferasyonu, farklılaşması ve apoptoz süreçleri için gereklidir. 

ECM’deki değişiklikler ve yeniden yapılanma sıkı bir şekilde düzenlenmelidir 

çünkü; bileşenlerinin kontrolsüz birikimi veya aşırı proteolizi çeşitli patolojik 

anormalliklere yol açabilir. Aspartil-, sistil-, metalo- ve serin-proteinazlar dahil 

olmak üzere bir dizi proteolitik enzim ECM metabolizmasında yer almıştır (Vargová 

vd., 2012). 

Matriks metalloproteinazlar, ECM’deki düzenleyici proteazların ana grubunu 

temsil eder. Çinko (Zn2+) ve kalsiyum bağımlı endopeptidaz grubudur, ancak farklı 

miktarlarda ve farklı yerlerde glikozile edilmiştir (Sternlicht & Werb, 2001). 

Bu enzim ailesinin ilk üyeleri, 1962’de Gross ve Lapiere tarafından 

metamorfoz sırasında kurbağa yavrularının kuyruklarının emilmesinden elde edilen 

kültürlenmiş doku parçalarından gerçek bir kollajenazın salgılandığını 

gösterdiklerinde keşfedildi. Kurbağa yavrularının kuyruğu rezorpsiyonunda yer alan 

bu enzim daha sonra, matriks metalloproteinazlar veya matrisinler olarak 

adlandırılan proteaz ailesinin prototipi olan kollajenaz-1 olarak ortaya çıktı (Gross & 

Lapiere, 1962).  
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MMP’ler, transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel seviyelerde ve 

TIMP’ler ve dolaşımdaki akut faz reaktanları (α2-makroglobulin, fibrinojen) 

tarafından düzenlenir (Page-McCaw vd., 2007).  

Günümüze kadar omurgalılarda 28 ayrı MMP tipi tanımlanmıştır ve bunların 

en az 23 çeşidi insan dokularında ifade edilir. Bunlar, substratlarına ve yapısal 

farklılıklarına göre kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, elastazlar ve membran 

tipi MMP'ler (MT-MMP’ler) olarak sınıflandırılmıştır (Laronha & Caldeira, 2020). 

MMP’ler çok alanlı bir yapıya sahiptir. N-terminal sinyal peptidi, proenzimin 

salgılanmasını yönlendirir. Propeptit, sisteinin pro-MMP’yi gizli formda tutan 

katalitik çinko iyonu sistein anahtarı ile kovalent bir bağ oluşturduğu yüksek düzeyde 

korunmuş bir sekans içerir. Katalitik alan, altta çinko iyonu bulunan derin, aktif bir 

bölge ile ayrılmış iki modülden oluşur. Üç histidin kalıntısı, aktif bölgede katalitik 

çinkonun bağlanmasını koordine eder. Çinko bağlayıcı motif, çinko iyonu ile birlikte 

MMP'lerin proteolitik aktivitesi için gereklidir ve tüm MMP'ler arasında korunur 

(Borkakoti, 2000). Aktive edilmiş MMP’ler, hücre içi sinyalleşme süreçlerini 

düzenlemek için hücre içi moleküllerle etkileşime girer (Borkakoti, 2000). 

MMP’lerin, doku morfogenezi, büyüme, uterus döngüsü ve doğum sonrası 

involüsyon, doku onarımı ve anjiyogenez gibi fizyolojik ECM yeniden 

modellenmesindeki rolüne dair güçlü kanıtlar vardır. 

MMP’ler, romatoid artrit, osteoartrit, aterosklerotik plak rüptürü, aort 

anevrizmaları, periodontitis, derinin otoimmün bozuklukları, dermal fotoyaşlanma, 

tümör invazyonu ve tümör metastazı gibi ECM’nin aşırı degradasyonuna sahip 

patolojik durumlarda da rol oynar (Kessenbrock vd., 2010). 

 

Tümör Büyümesinde ve İstilasında MMP’ler 

MMP’ler, tümör büyümesinde ve metastaz süreçlerinde ikili bir role sahiptir. 

Matriks bariyerlerini bozarak ve anjiyogenezi artırarak tümör büyümesini 

desteklerler. Öte yandan, MMP’ler tümör vaskülarizasyonunu sınırlayabilir. 

Anjiyostatin, endotel hücre proliferasyonunun spesifik bir inhibitörüdür ve 

anjiyogenezin en etkili ve spesifik doğal inhibitörlerinden biridir. Plazmin ve 

plazmin redüktazın etkisiyle plazminojenden ayrılır (Roeb & Matern, 2003). 

MMP’lerin hücre yüzeyinden ve ECM’den aktif büyüme faktörlerini ve 

anjiyojenik faktörleri serbest bırakabilmeleri gibi başka işlevleri de vardır. Büyüme 

faktörü bağlayıcı proteinleri ve hücre yüzeyi büyüme faktörü reseptörlerini 
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parçalayabilirler. Tümör büyümesini ve istilasını destekleyen bir α1-antitripsin 

bölünme ürünü üretebilirler. Hücre döngüsü kontrol noktası kontrolünü 

değiştirebilirler ve hücre yapışmasını etkileyerek genomik kararsızlığı teşvik 

edebilirler (Levi vd., 1996).  

Tümör kaynaklı anjiyogenez, birincil tümörün ve metastazların büyümesi için 

esastır ve yeni kan damarları, tümör hücresinin dolaşıma girişi için yerlerdir. 

ECM’nin proteolitik bozunmasının, tümör gelişiminin yukarıda belirtilen tüm 

yönlerinde çok önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Wang & Khalil, 2018). 

 

Metalloproteinazların Doku İnhibitörleri (TIMP’ler) 

Metalloproteinazların TIMP -1, -2, -3 ve -4 doku inhibitörleri, dokudaki 

MMP aktivitesinin önemli endojen düzenleyicileridir. TIMP’ler, MMP’lerin aktif 

çinko bağlama bölgelerinin kovalent olmayan bağlanması yoluyla MMP aktivitesini 

inhibe eder. 

TIMP-1, embriyonal büyüme ve tümör ilerlemesi sırasında doku yeniden 

şekillenmesinde, gonadal steroidogenezde, ovulasyonda, gebelikte ve doğumda ve 

vasküler düz kas hücrelerinin ve endotel hücrelerinin migrasyonunu, anjiyogenezisi, 

tümör hücresi invazyonunu ve metastazını inhibe etmede bir role sahiptir. 

Çeşitli klinik çalışmalar, kanser hastalarının plazma ve kanser dokularındaki 

TIMP-1 düzeylerinin oldukça yükseldiğini ve yükselmiş TIMP-1 düzeylerinin, 

prostat ve kolon da dahil olmak üzere birçok kanser türünde daha kötü klinik 

sonuçlarla ilişkili olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, TIMP-1'in yalnızca kanser 

ilerlemesinin bir biyobelirteç işlevi görüp görmediği veya aynı zamanda kanserin 

ilerlemesini teşvik etme işlevi görüp görmediği açık değildir (Gong vd., 2013).  

Metalloproteinazları inhibe etme işlevine ek olarak, TIMP-1’in son 

zamanlarda tetraspanin/integrin aracılı hücre hayatta kalma sinyali iletim yollarını 

düzenlediği ve hücre ölümü, çoğalması, dönüşümü, farklılaşması ve apoptozda yer 

alan TYK/MAPK yolu aracılığıyla Ras'ı aktive ettiği bildirilmiştir. TIMP-1’in meme 

kanseri hücrelerinde in vivo olarak anjiyogeneze olası katılımı bildirilmiş ve 

VEGF'nin aşırı ekspresyonunun bu TIMP-1 aracılı etkide önemli bir rolü olabileceği 

belirlenmiştir (Meng vd., 2018). 
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BÖLÜM III 

Yöntem 

Bu bölümde araştırmanın modeline, araştırmanın deney grubuna, laboratuvar 

çalışmaları ve verilerin elde edilmesi, çözümlenmesine ve ortaya çıkan bulguların 

istatistiksel hesaplamalarına ilişkin bilgilere yer verilmiştir. 
 
Etik Onay 

Bu çalışmanın deney protokolü Yakın Doğu Üniversitesi Yerel Hayvan Etik 

Kurulu tarafından onaylanmıştır (Protokol no. 127-2021/127) (26.02.2021).  

 

Deney Grupları ve Çalışma Planı 

Otuz iki adet, 250-300 gram ağırlığında olmak üzere erkek Wistar albino 

sıçanlar 12 saat/12 saat karanlık/aydınlık döngüsü ile sabit sıcaklıkta (+22 ± 1°C) bir 

odaya yerleştirildi. Sıçanların yiyecek ve içme suyuna ad libitum erişimi vardı. 

Çalışma hayvanları, her grupta sekiz sıçan olacak şekilde dört gruba ayrıldı (n = 8) 

(Şekil 9).  

− Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara birinci gün fizyolojik tuzlu su 

çözeltisi (FTS) intraperitoneal (i.p.) ve ikinci gün 0,01 mg/kg atropin 

subkutan (s.c.) (olası bir kolinerjik reaksiyonu önlemek için) verildi.  

− CPT-11 grubu: Bu gruptaki hayvanlara birinci gün FTS (i.p.) uygulandı. 

İkinci gün, atropin (0,01 mg/kg, s.c.) (olası bir kolinerjik reaksiyonu önlemek 

için), ardından CPT-11 (125 mg/kg, i.p.) uygulaması yapıldı (Fakiha vd., 

2019).  

− NAC grubu: Hayvanlara birinci gün FTS (i.p.) uygulandı, ikinci gün ise 

atropin (0,01 mg/kg, s.c.) ve tek doz NAC (150 mg/kg, i.p.) uygulandı (Sener 

vd., 2003).  

− CPT-11+NAC grubu: Hayvanlara birinci gün FTS (i.p.) uygulandı, ikinci 

gün, atropin (0,01 mg/kg, s.c.) (olası bir kolinerjik reaksiyonu önlemek için) 

ardından bir kez CPT-11 (125 mg/kg, i.p.) (Fakiha vd., 2019) ve tek doz NAC 

(150 mg/kg, i.p.) (Sener vd., 2003) uygulandı. 
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Şekil 9  

Çalışmanın Deney Grupları Şeması 

 
 
 
Kan ve Doku Örneklerinin Alınması 

Deney süresi (CPT-11 uygulamasından 48. saat sonra) ve anestezi sonrası 

duyu kaybının ardından tüm gruplardaki hayvanlara yüksek doz ketamin ve ksilazin 

(sırasıyla 100 mg/kg ve 10 mg/kg i.p.) verilerek ötenazi yapıldı(Stringer vd., 2007). 

Laboratuvar analizi için 2-3 dakika içinde kan ve doku örnekleri (karaciğer, böbrek, 

mide ve bağırsak) toplandı (Şekil 10). 

Kan örnekleri, pıhtı aktivatörleri içeren vakumlu tüplere kardiyak damar 

ponksiyonu yoluyla alındı. Serum numuneleri, koagülasyondan sonra Yakın Doğu 

Üniversitesi Hayvan Hastanesi Tanı Laboratuvarı’nda 1500 x g’de 10 dakika 

santrifüjleme (K241, BRK5324, Centurion Scientific, Chichester, West Sussex, UK) 

ile elde edildi. Serum örnekleri analize kadar -80°C’de saklandı.  

Hem biyokimyasal hem de histopatolojik laboratuvar deneyleri için doku 

örnekleri (mide, ince bağırsak, karaciğer ve böbrek) toplandı. Biyokimyasal analiz 

için örnekler alındıktan sonra eritrositler soğuk FTS ile perfüze edilerek 
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uzaklaştırıldı. Daha sonra dokular filtre kâğıdı ile kurutularak biyokimyasal ve 

histopatolojik analiz için iki ayrı parçaya ayrıldı. Biyokimyasal analiz için 

kullanılacak örnekler 50 mM fosfat tamponlu (pH 7.4) doku örnek kaplarına alınarak 

analiz işlemlerinin yapılacağı Yakın Doğu Üniversitesi Hayvan Hastanesi Tanı 

Laboratuvarı’na aktarıldı.  

Histopatolojik inceleme için kullanılacak doku kesitleri %10 formaldehit 

içeren kaplara yerleştirildi ve Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarına sevk edildi (Ma vd., 2015; Zahr vd., 

2010).  
 
Şekil 10  

Analizi Yapılan Parametrelerin Görsel Şeması 

 
 
 
Doku Homojenizasyonu  

Radyoimmünopresipitasyon deney tamponu (RIPA) lizis tamponu (ürün no. 

10010263, parti no. 0490889-1, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) ve 
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Dounce doku öğütücü seti (D8938, Lot No: 3110, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) kullanılmıştır.  

Hayvanlardan alınan doku örnekleri 20-25 mg olacak şekilde anatilik terazide 

ölçülmüş ve Dounce doku öğütücü setinin tüp malzemesi içerisine alınıp üzerine 250 

µL RIPA lizis tamponu eklenmiş ve buz üzerinde öğütücü malzeme ile 

homojenizasyon işlemi yapılmıştır. Daha sonra homojenatlar, 1,5 mL hacimli 

mikrosantrifüj tüplerine alınmış ve +4°C’de 10000 x g’de 10 dakika santrifüjlemeye 

tabi tutulmuştur (MIKRO 200R, Hettich, Tuttlingen, Almanya) ve süpernatanlar 

porsiyonlara ayrılarak analiz öncesine kadar -80°C'de saklanmıştır. Analiz öncesinde 

ise homojenatlar önce -80°C’den -18°C’ye ardından +4°C’ye son olarak da oda 

sıcaklığına alınmış ve kademeli olarak çözdürülüp deneyler yapılmıştır.  

 

Doku Homojenatlarının Protein Tayini: Bradford Metodu 

Bradford yöntemi doku homojenatlarında, protein konsantrasyonlarını 

ölçmek için uygulandı ve çift tekrarlı çalışıldı (Bradford, 1976). Bradford testi, 

Coomassie Brilliant Blue G250 boyasının proteine bağlanması esasına dayanır. 

Asidik test reaktif çözeltisinde baskın olan boyanın üç yüklü formundan, daha 

katyonik olan kırmızı ve yeşil formlar, sırasıyla 470 nm ve 650 nm'de absorbans 

maksimumlarına sahiptir. Buna karşılık, proteine bağlanan boyanın daha anyonik 

mavi formu, 590 nm’de maksimum bir absorbansa sahiptir. Böylece mavi iyonik 

formdaki boya miktarı belirlenerek protein miktarı tespit edilebilir. Bu da çözeltinin 

absorbansının 595 nm’de ölçülmesiyle elde edilir. 

 Deney Prosedürü: 

 Kullanıma hazır Bradford reaktifi (Sigma B6916-500 mL) ile 

deney yapıldı. Bradford reaktifi +4 ºC’de saklanır. Kullanmadan 

önce reaktif oda sıcaklığına (18-25 ºC) getirildi. 

 Mikroplakaya 250 µL bradford reaktifi ardından 5 µL örnek ilave 

edildi. 

 10 dakikalık bir inkübasyon sonrasında 595 nm'de okutuldu. 

 

Serum Enzim Aktiviteleri ve Metabolitlerinin Ölçümleri 

Kan örneklerinde, alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), 

alkalin fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH), amilaz ve lipaz enzim aktiviteleri 

ile total protein (TP), albümin, kan üre nitrojeni (BUN) ve kreatinin testleri ticari 
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kullanıma hazır test kitler ile çift tekrarlı olacak şekilde otomatik kimya 

analizatöründe (BS-240 Vet, Mindray, Shenzhen, Çin) ölçülmüştür (sırasıyla referans 

numaraları D00640, D00678, D00523, D00664; D355911, D0440, D00686, D00205, 

413925, D00617; Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Austria). 

 

− ALT. Testin Prensibi: ALT, amino grubunu alaninden α-oksoglutarata 

aktararak piruvat ve glutamat oluşturur. Piruvat, laktat ve nikotinamid adenin 

dinükleotid (NAD+) üretmek için indirgenmiş nikotinamid adenin 

dinükleotid (NADH) ile LDH katalizli bir reaksiyona girer. 340 nm’de 

okutulmuştur. 

 

ALT Test Reaksiyonu, ALT=GPT  

𝐿𝐿 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 + 2 −𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 
𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺
��  𝑃𝑃𝐴𝐴𝑂𝑂ü𝑣𝑣𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝐿𝐿 − 𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂 

𝑃𝑃𝐴𝐴𝑂𝑂ü𝑣𝑣𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁𝐺𝐺 + 𝐺𝐺+  
𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿
��  𝐿𝐿 − 𝐿𝐿𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁𝐺𝐺 

 

− AST. Testin Prensibi: AST, glutamat ve oksalasetat oluşumu ile amino 

grubunun aspartattan oksoglutarata transferini katalize eder. İkincisi, NADH 

varlığında malat dehidrogenaz (MDH) tarafından malata indirgenir. 340 

nm’de okutulmuştur. 

 

AST Test Reaksiyonu, AST=GOT 

𝐿𝐿 − 𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 2 −𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 
𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺
��  𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝐿𝐿 − 𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂 

𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁𝐺𝐺 + 𝐺𝐺+  
𝑀𝑀𝐿𝐿𝐿𝐿
�⎯�  𝐿𝐿 −𝑀𝑀𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁+ 

 

− ALP. Testin Prensibi: Alkali koşul altında, renksiz p-nitrofenol, çok yoğun 

bir sarı renk geliştiren 4-nitrofenokside dönüştürülür. Yoğunluğu, 

numunedeki alkalin fosfatazın aktivitesi ile orantılıdır. 405 nm’de 

okutulmuştur. 

 

ALP Test Reaksiyonu  

𝐴𝐴 − 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 − 𝑓𝑓𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑓𝑓𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝐺𝐺2𝑂𝑂 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝐴𝐴𝑓𝑓𝐴𝐴𝑓𝑓
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯�   𝐴𝐴 − 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴 + 𝑓𝑓𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝑂𝑂 
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− LDH. Testin Prensibi: LDH’ın, hidrojen alıcısı NAD+’nın aracılık ettiği, L-

laktatın piruvata tersinir oksidasyonuna yol açan katalitik özelliği, LDH 

aktivitesinin ölçümünde temel olarak kullanılır. Numunenin optik 

yoğunluğunu değiştiren NADH üretim hızı değerlendirilir. 340 nm’de 

okutulmuştur. 

LDH Test Reaksiyonu  

𝐿𝐿 − 𝐿𝐿𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁+  
𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿
�� 𝑃𝑃𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑣𝑣𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁𝐺𝐺 +  𝐺𝐺+ 

 

− α-Amilaz. Testin Prensibi: α-Amilaz substratı (EPS-G7) ayırarak 

oligosakkaritler üretir, ardından ikinci bir adımda α-Glukosidaz 

oligosakkaritleri hidrolize ederek glikoz ve p-nitrofenol üretir. 578 nm’de 

okutulmuştur. 

 

Alfa-Amilaz Test Reaksiyonu 

5 𝐸𝐸𝑃𝑃𝐺𝐺 − 𝐺𝐺7 + 5𝐺𝐺2𝑂𝑂 
α−Amylase
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 2 𝐸𝐸𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝐴𝐴𝑦𝑦𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 − 𝐺𝐺5 +  2 𝐺𝐺2𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 + 2𝐸𝐸𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝐴𝐴𝑦𝑦𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂

− 𝐺𝐺5 + 2 𝐺𝐺3𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 +  𝐸𝐸𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝐴𝐴𝑦𝑦𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 − 𝐺𝐺3 + 𝐺𝐺4𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 

2 𝐺𝐺2𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 + 2 𝐺𝐺3𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 + 𝐺𝐺4𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 + 14𝐺𝐺2𝑂𝑂
α−Glucosidase
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 5 𝑃𝑃𝑁𝑁𝑃𝑃 + 14 𝐺𝐺 

 

− Lipaz. Testin Prensibi: Kolorimetrik substrat 1,2-o-dilauril-rac-glisero-3-

glutarik asit-(6-metilresorufin)-ester, pankreatik lipaz tarafından bölünür ve 

elde edilen dikarboksilik asit esteri, kromofor metilresorufini vermek üzere 

alkalin test koşulları altında hidrolize edilir. 580 nm'de renk oluşum kinetiği 

izlenir ve numunedeki lipaz aktivitesi ile orantılıdır. 

 

Lipaz Test Reaksiyonu 

1.Adım  
1,2 − 𝑂𝑂 − 𝑁𝑁𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑦𝑦𝐴𝐴 − 𝑂𝑂𝐴𝐴𝑟𝑟 − 𝑂𝑂𝐴𝐴𝑦𝑦𝑟𝑟𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 − 𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑟𝑟 𝐴𝐴𝑟𝑟𝐴𝐴𝑦𝑦(6 −𝐺𝐺𝑂𝑂𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂)

𝐿𝐿𝐴𝐴𝐿𝐿𝐴𝐴𝑓𝑓𝐿𝐿
𝑐𝑐𝑓𝑓𝐴𝐴𝐴𝐴𝐿𝐿𝐴𝐴𝑓𝑓𝐿𝐿
�⎯⎯⎯⎯� 1,2 − 𝑂𝑂 − 𝑁𝑁𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑦𝑦𝐴𝐴 − 𝑂𝑂𝐴𝐴𝑟𝑟 − 𝑂𝑂𝐴𝐴𝑦𝑦𝑟𝑟𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴 + 𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑟𝑟 𝐴𝐴𝑟𝑟𝐴𝐴𝑦𝑦

− (6 −𝐺𝐺𝑂𝑂𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝐴𝐴) − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 
2.Adım 

𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 − (6 −𝐺𝐺𝑂𝑂𝑂𝑂ℎ𝑦𝑦𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝐴𝐴) −  𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 − 
𝐴𝐴𝐿𝐿𝐴𝐴𝑘𝑘𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴ğ𝐴𝐴𝐴𝐴𝑘𝑘𝐿𝐿𝐴𝐴 𝑏𝑏𝑓𝑓𝑓𝑓𝑏𝑏𝐴𝐴𝑏𝑏𝐴𝐴)
�⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯� 𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂

+  𝑀𝑀𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑓𝑓𝐴𝐴𝐴𝐴 
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− TP. Testin Prensibi: Biuret yöntemine dayanmaktadır. Bu yöntemde 

proteinler, alkali çözeltide bakır iyonları ile menekşe mavisi bir renk 

kompleksi oluşturur. Bu renkli kompleksin absorbansı numunedeki protein 

konsantrasyonuyla doğru orantılı ve 540 nm’de okutulmuştur.  

 

− Albümin. Testin Prensibi: Hafif asit pH’da bromkresol yeşili varlığında, 

serum albumini, indikatörün sarı-yeşilden yeşil-maviye olan bir renk 

değişikliğine neden olur. Mavi-yeşil rengin yoğunluğu, numunedeki albümin 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. 578 nm’de okutulmuştur. 

 

− Üre. Cihazda gerekli olan işlemler yapılıp elde edilen değer otomatik olarak 

2,14 ile bölünmüş ve BUN değeri hesaplanmıştır. Testin Prensibi: Üre, 

amonyak ve karbondioksit üretmek için su ve üreaz varlığında hidrolize 

edilir. Modifiye edilmiş Berthelot reaksiyonunda amonyum iyonları, yeşil bir 

boya oluşturmak için hipoklorit ve salisilat ile reaksiyona girer. Reaksiyon, 

578 nm’de okutulmuştur. 

 

Üre test reaksiyonu 

𝑈𝑈𝑂𝑂𝑂𝑂 + 2𝐺𝐺2𝑂𝑂+  
Ü𝑟𝑟𝐿𝐿𝐴𝐴𝑓𝑓
�⎯⎯� 2𝑁𝑁𝐺𝐺4+ +  𝐶𝐶𝑂𝑂32− 

𝑁𝑁𝐺𝐺4+ + 2 − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁𝐺𝐺 
𝐺𝐺𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿
�⎯⎯� 𝐿𝐿 − 𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐺𝐺𝐴𝐴𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝐴𝐴𝑁𝑁+ +  𝐺𝐺2𝑂𝑂 

 

− Kreatinin. Testin Prensibi: Kreatinin, bir alkalin pikrat çözeltisi içinde renkli 

turuncu-kırmızı bir renk kompleksi oluşturur. Dönüşüm sırasında sabit 

zamanlarda absorbanstaki fark, numunedeki kreatinin konsantrasyonu ile 

doğru orantılıdır. 510 nm’de okutulmuştur. 

 

Kreatinin test reaksiyonu 

𝐾𝐾𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝑃𝑃𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 →  𝐾𝐾𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝑂𝑂 𝑂𝑂𝑂𝑂𝐺𝐺𝐴𝐴𝐴𝐴𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 

 

Serum ve Doku Pro-Enflamatuar Sitokinlerin Ölçümleri 

Serum ve doku örneklerinde, IL-1β ve TNF-α sırasıyla (RayBiotech, Katalog 

No: ELR-IL1b, Lot No: 092014072) ve (RayBiotech Katalog No: ELR-TNFa, Lot 
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No: 0920190709) kitleriyle üretici direktifleri doğrultusunda çift tekrarlı olacak 

şekilde Enzim-Bağlı İmmünosorbent Testi (ELISA) ile çalışıldı. 

 

− IL-1β. Testin Prensibi: Sıçan IL-1 beta ELISA kiti, sıçanlara özgü IL-1β’nın 

kantitatif ölçümü için in vitro enzim bağlantılı immünosorbent testidir. Bu 

testte, 96 kuyucuklu bir plaka üzerine kaplanmış IL-1β’ya özgü antikorlar 

kullanılır. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve numunede 

bulunan IL-1β, immobilize edilmiş antikor tarafından kuyucuklara bağlanır. 

Kuyucuklar yıkanır ve biyotinlenmiş antiRatIL-1β antikoru eklenir. 

Bağlanmamış biyotinlenmiş antikoru yıkayarak uzaklaştırdıktan sonra, Bayır 

Turpu Peroksidazı (HRP) ile konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlenir. 

Kuyucuklar tekrar yıkanır ve TMB substrat solüsyonu eklenir ve bağlanan 

IL-1β miktarı ile orantılı olarak mavi renk gelişir. Durdurma solüsyonu mavi 

rengini sarıya döndürür ve rengin yoğunluğu 450 nanometrede (nm) ölçülür. 

 Reaktiflerin hazırlanması:  

 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 – 

25ºC) getirildi. 

 Dilüent A ve Dilüent B: Bu test kitinde serum örneklerini dilüe 

etmek için dilüent A ve dokuları dilüe etmek için dilüent B olmak 

üzere iki tane dilüent vardı. Diluent A ön hazırlık gerektirmeden 

serum dilüsyonu ve serum testleri için standartları hazırlamada 

kullanıldı. Dilüent B ise beş kat oranında distile su ile dilüe edilerek 

doku dilüsyonu ve dokuların standartları ile tüm test kitinin 

reaktiflerinin hazırlanması için kullanıldı.  

 Örneklerin hazırlanması: Serum ve doku örnekleri yukarıda 

açıklananlara göre gerekli dilüentlerle birlikte iki kat oranında dilüe 

edildi. 

 Standart Solüsyonları: Yedi adet standart (std1, std2, std3, std4, 

std5, std6, std7) hazırlanmıştır. 8. standart 0. standart (std0, 0 pg/ml) 

olup bu standarttın hazırlanması için sadece dilüentler kullanılmıştır. 

Bu standart hazırlanırken örnek tipine göre dilüentler yukarıda 

açıklandığı şekilde seçilmiştir. Standart protein içeren reaktif şişesinin 

içerisine 50,000 pg/mL stok solüsyonu elde etmek için 400 µL dilüent 

transfer edildi ve hafifçe çalkalanarak çözeltinin iyice karışması 
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sağlandı. 7 adet mikrosantrifüj tüpüne 260 µL dilüent eklendi. Elde 

edilen 50,000 pg/mL stok solüsyonundan IL-1β standartından std2’yi 

(20,000 pg/mL) oluşturmak için bu tüpün içerisine 130 µL aktarıldı ve 

bu adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci tüpe 130 μL solüsyon 

pipetlenerek seri dilüsyon işlemi gerçekleştirildi.  

 

Şekil 11  

IL-1β için Standart Hazırlama Prosedürü 

 
 Yıkama Solüsyonu: 20 mL yıkama solüsyonu üzerine 380 mL distile 

su eklenerek yirmi kat seyreltildi. 

 Biyotinlenmiş Saptayıcı antikor IL-1β: Biyotinlenmiş anti-Rat IL-

1β antikoru önceden dilüe edilip hazırlanmış dilüent B’den 100 µL 

eklenerek seksen kat seyreltildi.  

 HRP-Streptavidin konsantresi: HRP-Streptavidin konsantre 

flakonunu kullanmadan önce hafifçe karıştırmak için pipetaj işlemi 

uygulandı. 200 µL HRP-Streptavidin konsantresi, önceden dilüe edilip 

hazırlanmış diluent B’den 40 mL eklenerek iki yüz kat seyreltildi. 

Deney prosedürü: 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µL test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. Oda sıcaklığında 2,5 

saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve otomatik 

yıkama cihazı ile tüm kuyucuklara 300 µL yıkama solüsyonu 

eklenerek yıkandı. Bu işlem art arda dört kez tekrarlandı. Dördüncü 
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yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kağıt üzerine 

yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış biyotinlenmiş antikor eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış Streptavidin solüsyonu eklendi ve 

hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. 

 45 dakika inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) tek adımlı 

substrat reaktifi eklendi. Hafifçe çalkalanarak karanlıkta oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübe edidi. 

 30 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 

 Yıkama işlemi: MW-12A Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, 

Shenzhen, Çin ve okuma işlemi: MR-96A Mikroplaka 

okuyucu, Mindray, Shenzhen, Çin otomatik cihazlar ile 

yapılmıştır.  

 

− TNF-α. Testin Prensibi: Sıçan TNF-α ELISA kiti, sıçanlara özgü TNF-

alfa'nın kantitatif ölçümü için in vitro enzim bağlantılı immünosorbent 

testidir. Bu testte, 96 kuyucuklu bir plaka üzerine kaplanmış TNF-α’ya özgü 

antikorlar kullanılır. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve 

numunede bulunan TNF-α, immobilize edilmiş antikor tarafından 

kuyucuklara bağlanır. Kuyucuklar yıkanır ve biyotinlenmiş antiRatTNF-α 

antikoru eklenir. Bağlanmamış biyotinlenmiş antikoru yıkayarak 

uzaklaştırdıktan sonra, HRP ile konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlenir. 

Kuyucuklar tekrar yıkanır ve TMB substrat solüsyonu eklenir ve bağlanan 

TNF-α miktarı ile orantılı olarak mavi renk gelişir. Durdurma solüsyonu mavi 

rengini sarıya döndürür ve rengin yoğunluğu 450 nanometrede (nm) ölçülür.  

Reaktiflerin hazırlanması:  
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 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Dilüent A ve Dilüent B: Bu test kitinde serum örneklerini dilüe 

etmek için dilüent A ve dokuları dilüe etmek için dilüent B olmak 

üzere iki tane dilüent vardı. Diluent A ön hazırlık gerektirmeden 

serum dilüsyonu ve serum testleri için standartları hazırlamada 

kullanıldı. Dilüent B ise beş kat oranında distile su ile dilüe edilerek 

doku dilüsyonu ve dokuların standartları ile tüm test kitinin 

reaktiflerinin hazırlanması için kullanıldı.  

 Örneklerin hazırlanması: Serum ve doku örnekleri yukarıda 

açıklananlara göre gerekli dilüentlerle birlikte iki kat oranında dilüe 

edildi. 

 Standart Solüsyonları: Altı adet standart (std1, std2, std3, std4, std5, 

std6) hazırlanmıştır. 7. standart 0. standart (std0, 0 pg/mL) olup bu 

standartın hazırlanması için sadece dilüentler kullanılmıştır. Bu 

standart hazırlanırken örnek tipine göre dilüentler yukarıda açıklandığı 

şekilde seçilmiştir. Standart protein içeren reaktif şişesinin içerisine 

400 µL dilüent 100 ng/mL stok solüsyonu elde etmek için transfer 

edildi ve hafifçe çalkalanarak çözeltinin iyice çözünmesi sağlandı. 6 

adet mikrosantrifüj tüpüne 400 µL dilüent eklendi. Elde edilen 100 

ng/mL konstantrasyonundaki TNF-α standartından std1’i (20,000 

pg/mL) oluşturmak için bu tüpün içerisine 100 µL aktarıldı. Std1’den 

std2’ye 200 µL aktarıldı ve bu adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci 

tüpe 200 μL solüsyon pipetlenerek seri dilüsyon işlemi 

gerçekleştirildi.  

Şekil 12  

TNF-α için Standart Hazırlama Prosedürü 
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 Yıkama Solüsyonu: 20 ml yıkama solüsyonu üzerine 380 ml distile 

su eklenerek yirmi kat seyreltildi. 

 Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor TNF-α: Önceden dilüe edilip 

hazırlanmış dilüent B’den 100 µL eklenerek seksen kat seyreltildi.  

 HRP-Streptavidin Konsantresi: HRP-Streptavidin konsantre 

flakonu kullanımdan önce hafifçe karıştırılmak için pipetlendi. 200 µL 

HRP-Streptavidin konsantresi, önceden dilüe edilip hazırlanmış 

diluent B’den 40 mL eklenerek iki yüz kat seyreltildi. 

 

Deney prosedürü: 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µL test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. Oda sıcaklığında 2,5 

saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve otomatik 

yıkama cihazı ile tüm kuyucuklara 300 µL yıkama solüsyonu 

eklenerek yıkandı. Bu işlem art arda dört kez tekrarlandı. Dördüncü 

yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kağıt üzerine 

yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış biyotinlenmiş antikor eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış Streptavidin solüsyonu eklendi ve 

hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. 

 45 dakika inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL TMB tek adımlı substrat reaktifi eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edidi. 

 30 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 
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 Yıkama işlemi: MW-12A Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, 

Shenzhen, Çin ve okuma işlemi: MR-96A Mikroplaka 

okuyucu, Mindray, Shenzhen, Çin otomatik cihazlar ile 

yapılmıştır. 

 

Serum ve Doku Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler) ve TIMP-1 Ölçümleri 

Serum ve doku örneklerinde, MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve TIMP-1 sırasıyla 

(Elabscience, Katalog No: E-EL-R0617), (RayBiotech, Katalog No: ELR-MMP2), 

(RayBiotech, Katalog No: ELR-MMP8) (Raybiotech, Katalog No: ELR-TIMP1) 

kitleriyle üretici direktifleri doğrultusunda çift tekrarlı olacak şekilde sandviç-ELISA 

metoduyla çalışıldı. 

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) 

− MMP-1. Testin Prensibi: Bu kitte sağlanan mikro ELISA plakası, sıçan 

MMP-1’e özgü bir antikorla önceden kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, 

uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarına eklenir ve spesifik antikor ile 

birleştirilir. Ardından, sıçan MMP-1 ve Avidin HRP konjugatına özgü 

biyotinlenmiş tespit antikorları, her bir mikro plaka kuyucuğuna art arda 

eklenir ve inkübe edilir. İnkübasyondan sonra serbest bileşenler yıkanır. Daha 

sonra her kuyucuğa substrat reaktifi eklenir, sadece Sıçan MMP-1, 

biyotinlenmiş saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugatı içeren kuyucuklar 

mavi renkte görünür. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma solüsyonu 

eklenerek sonlandırılır ve renk sarıya döner. Sıçan MMP-1 konsantrasyonlar 

optik yoğunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga boyunda ölçülür. 

Reaktiflerin hazırlanması:  

 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Yıkama Solüsyonu: 30 mL yıkama solüsyonu üzerine 720 mL distile 

su eklenerek yirmi beş kat seyreltildi. 

 Referans Standart ve Numune Seyreltici: Ön hazırlığa gerek yok. 

 Standart Solüsyonları: Standart 10.000×g’de 1 dakika santrifüj 

edildi. 1,0 mL Referans Standart ve Numune Seyreltici eklendi 

santrifüj edilen standarta eklendi, 10 dakika bekletildi ve birkaç kez 

ters çevrildi. Tamamen eridikten sonra ise pipetle iyice pipetasyon 

yapılarak karıştırıldı. Bu sulandırma ile, 10 ng/mL’lik stok solüsyonu 
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elde edilmiş oldu. Daha sonra 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,31, 0,16, 0 

ng/mL olacak şekilde seri dilüsyon yapıldı. 

Seri dilüsyon yöntemi: 7 mikrosantrifüj tüpü içerisine 500 μL 

Referans Standart & Örnek Seyreltici eklendi eklendi. İlk tüpe 500 μL 

10 ng/mL stok solüsyonu pipetlendi ve 5 ng/mL stok solüsyonu elde 

etmek için karıştırıldı. Bu adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci tüpe 

500 μL solüsyon pipetlendi.  

 

Şekil 13  

MMP-1 için Standart Hazırlama Prosedürü 

  
 Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor Solüsyonu: Kullanmadan önce 

stok tüpü santrifüjlendi ve Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor Seyreltici 

ile yüz kat oranında seyreltildi. 

 HRP-Streptavidin Konsantre Solüsyonu: HRP-Streptavidin 

konsantresi HRP-Streptavidin konsantre dilüenti ile yüz kat oranında 

distile su ile seyreltidi. 

Deney Prosedürü: 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µl test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. 37ºC’de 2,5 saat 

inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve 100 μL 

Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor eklenerek mikroplakanın üzeri 

kapatıldı. 37°C’de 1 saat inkübe edildi.  
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Üçüncü yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kâğıt 

üzerine yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Yıkama işlemi ardından her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış HRP 

konjugatı eklendi. Hafifçe çalkalanarak 37ºC’de 30 dakika inkübe 

edildi. 

 İnkübasyondan sonra yıkama işlemi bir öncekiyle aynı şekilde 

tekrarlandı. Fakat bu basamakta yıkama sayısı farklı olarak üç değil 

beş kez yıkanmıştır. 

 Yıkama işleminden sonra her kuyucuğa 90 μL TMB Substrat Reaktifi 

eklenerek 37°C’de 15 dakika inkübe edildi. 

 15 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 

 Etüv: MEGA-TERM E-420 P, Hasvet, Yıkama işlemi: MW-

12A, Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, Shenzhen, Çin, Okuma 

işlemi: MR-96A Mikroplaka okuyucu, Mindray, Shenzhen, 

Çin otomatik, otomatik cihazları ile yapılmıştır. 

 

− MMP-2. Testin Prensibi: Bu kitte sağlanan mikro ELISA plakası, sıçan 

MMP-2’ye özgü bir antikorla önceden kaplanmıştır. Standartlar ve 

numuneler, uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarına eklenir ve spesifik 

antikor ile birleştirilir. Ardından, sıçan MMP-2 ve Avidin HRP konjugatına 

özgü biyotinlenmiş tespit antikorları, her bir mikro plaka kuyucuğuna art arda 

eklenir ve inkübe edilir. İnkübasyondan sonra serbest bileşenler yıkanır. Daha 

sonra her kuyucuğa substrat reaktifi eklenir, sadece Sıçan MMP-2, 

biyotinlenmiş saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugatı içeren kuyucuklar 

mavi renkte görünür. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma solüsyonu 

eklenerek sonlandırılır ve sarı renkte görünür. Sıçan MMP-2 

konsantrasyonlar optik yoğunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga 

boyunda ölçülür. 

Reaktiflerin hazırlanması:  

 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 
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 Test dilüenti: Serum ve doku örneklerini dilüe etmek üzere beş kat 

oranında distile su ile dilüe edildi.  

 Örneklerin hazırlanması: Serum ve doku örnekleri hazırlanan test 

dilüenti ile üç kat dilüe edildi. 

 Standart Solüsyonları: Yedi adet standart (std1, std2, std3, std4, 

std5, std6, std7) hazırlanmıştır. 8. standart 0. standart (std0, 0 pg/ml) 

olup bu standarttın hazırlanması için sadece dilüentler kullanılmıştır. 

Standart protein içeren reaktif şişesinin içerisine 150 ng/mL stok 

solüsyonu elde etmek için daha önceden hazırlanan test dilüentinden 

600 µL transfer edildi ve hafifçe çalkalanarak çözeltinin iyice 

karışması sağlandı. 7 adet mikrosantrifüj tüpüne 300 µL dilüent 

eklendi. Elde edilen 150 ng/mL stok solüsyonundan std2’yi (60 

ng/mL) oluşturmak için bu tüpün içerisine 200 µL aktarıldı ve bu 

adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci tüpe 200 μL solüsyon 

pipetlenerek seri dilüsyon işlemi gerçekleştirildi.  

 

Şekil 14  

MMP-2 için Standart Hazırlama Prosedürü 

 
 Yıkama Solüsyonu: 20 mL yıkama solüsyonu üzerine 380 ml distile 

su eklenerek yirmi kat seyreltildi. 

 Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor Solüsyonu: Önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüentinden 100 µL eklenerek seksen kat seyreltildi. 

 HRP-Streptavidin Konsantre Solüsyonu: HRP-Streptavidin 

konsantre flakonunu kullanmadan önce hafifçe karıştırmak için 

pipetlendi. 200 µL HRP-Streptavidin konsantresi, önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüentinden 40 mL eklenerek iki yüz kat seyreltildi. 
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Deney prosedürü: 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µL test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. Oda sıcaklığında 2,5 

saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve otomatik 

yıkama cihazı ile tüm kuyucuklara 300 µL yıkama solüsyonu 

eklenerek yıkandı. Bu işlem art arda dört kez tekrarlandı. Dördüncü 

yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kâğıt üzerine 

yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış biyotinlenmiş antikor eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış Streptavidin solüsyonu eklendi ve 

hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. 

 45 dakika inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL TMB tek adımlı substrat reaktifi eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edidi. 

 30 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 

 Yıkama işlemi: MW-12A Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, 

Shenzhen, Çin ve okuma işlemi: MR-96A Mikroplaka 

okuyucu, Mindray, Shenzhen, Çin otomatik cihazlar ile 

yapılmıştır. 

 

 

− MMP-8. Testin Prensibi: Bu kitte sağlanan mikro ELISA plakası, sıçan 

MMP-8’e özgü bir antikorla önceden kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, 
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uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarına eklenir ve spesifik antikor ile 

birleştirilir. Ardından, sıçan MMP-8 ve Avidin HRP konjugatına özgü 

biyotinlenmiş tespit antikorları, her bir mikro plaka kuyucuğuna art arda 

eklenir ve inkübe edilir. İnkübasyondan sonra serbest bileşenler yıkanır. Daha 

sonra her kuyucuğa substrat reaktifi eklenir, sadece Sıçan MMP-8, 

biyotinlenmiş saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugatı içeren kuyucuklar 

mavi renkte görünür. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma solüsyonu 

eklenerek sonlandırılır ve sarı renkte görünür. Sıçan MMP-8 

konsantrasyonlar optik yoğunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga 

boyunda ölçülür. 

 

Reaktiflerin hazırlanması:  

 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Test Dilüenti: Bu test kitinde serum örneklerini dilüe etmek için 

dilüent A ve dokuları dilüe etmek için dilüent B olmak üzere iki tane 

dilüent vardı. Diluent A ön hazırlık gerektirmeden serum dilüsyonu ve 

serum testleri için standartları hazırlamada kullanıldı. Dilüent B ise 

beş kat oranında distile su ile dilüe edilerek doku dilüsyonu ve 

dokuların standartları ile tüm test kiti reaktiflerinin hazırlanması için 

kullanıldı.  

 Örneklerin hazırlanması: Serum ve doku örnekleri uygun test 

dilüntleri ile ile yüz kat dilüe edildi.  

 Standart Solüsyonları: Altı adet standart (std1, std2, std3, std4, std5, 

std6) hazırlanmıştır. 7. standart 0. standart (std0, 0 pg/mL) olup bu 

standartın hazırlanması için sadece dilüentler kullanılmıştır. Bu 

standart hazırlanırken örnek tipine göre dilüentler yukarıda açıklandığı 

şekilde seçilmiştir. Standart protein içeren reaktif şişesinin içerisine 

400 µL dilüent 200 ng/mL stok solüsyonu elde etmek için transfer 

edildi ve hafifçe çalkalanarak çözeltinin iyice çözünmesi sağlandı. 7 

adet mikrosantrifüj tüpüne 400 µL dilüent eklendi. Elde edilen 100 

ng/mL konstantrasyonundaki MMP-8 standartından std1’i (40 ng/mL) 

oluşturmak için bu tüpün içerisine 100 µL aktarıldı. Std1’den std2’ye 
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200 µL aktarıldı ve bu adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci tüpe 

200 μL solüsyon pipetlenerek seri dilüsyon işlemi gerçekleştirildi. 

 

Şekil 15 

MMP-8 için Standart Hazırlama Prosedürü 

 
 Yıkama Solüsyonu: 20 mL yıkama solüsyonu üzerine 380 mL distile 

su eklenerek yirmi kat seyreltildi. 

 Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor Solüsyonu: Önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüentinden 100 µL eklenerek seksen kat seyreltildi. 

 HRP-Streptavidin Konsantre Solüsyonu: HRP-Streptavidin 

konsantre flakonunu kullanmadan önce hafifçe karıştırmak için 

pipetlendi. HRP-Streptavidin konsantresi, önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüenti ile yüz altmış kat seyreltildi. 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µL test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. Oda sıcaklığında 2,5 

saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve otomatik 

yıkama cihazı ile tüm kuyucuklara 300 µL yıkama solüsyonu 

eklenerek yıkandı. Bu işlem art arda dört kez tekrarlandı. Dördüncü 

yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kâğıt üzerine 

yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış biyotinlenmiş antikor eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlandı. 
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 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış Streptavidin solüsyonu eklendi ve 

hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. 

 45 dakika inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL TMB tek adımlı substrat reaktifi eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edidi. 

 30 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 

 Yıkama işlemi: MW-12A Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, 

Shenzhen, Çin ve okuma işlemi: MR-96A Mikroplaka 

okuyucu, Mindray, Shenzhen, Çin otomatik cihazlar ile 

yapılmıştır. 

 

TIMP-1 

Testin Prensibi: Bu kitte sağlanan mikro ELISA plakası, sıçan TIMP-1’e 

özgü bir antikorla önceden kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, uygun mikro 

ELISA plaka kuyucuklarına eklenir ve spesifik antikor ile birleştirilir. Ardından, 

sıçan TIMP-1 ve Avidin HRP konjugatına özgü biyotinlenmiş tespit antikorları, her 

bir mikro plaka kuyucuğuna art arda eklenir ve inkübe edilir. İnkübasyondan sonra 

serbest bileşenler yıkanır. Daha sonra her kuyucuğa substrat reaktifi eklenir, sadece 

Sıçan TIMP-1, biyotinlenmiş saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugatı içeren 

kuyucuklar mavi renkte görünür. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma solüsyonu 

eklenerek sonlandırılır ve sarı renkte görünür. Sıçan TIMP-1 konsantrasyonlar optik 

yoğunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga boyunda ölçülür. 

Reaktiflerin hazırlanması:  

 Tüm reaktifler ve örnekler kullanılmadan önce oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Test Dilüenti: Bu test kitinde serum örneklerini dilüe etmek için 

dilüent A ve dokuları dilüe etmek için dilüent B olmak üzere iki tane 

dilüent vardı. Diluent A ön hazırlık gerektirmeden serum dilüsyonu ve 

serum testleri için standartları hazırlamada kullanıldı. Dilüent B ise 
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beş kat oranında distile su ile dilüe edilerek doku dilüsyonu ve 

dokuların standartları ile tüm test kiti reaktiflerinin hazırlanması için 

kullanıldı.  

 Örneklerin hazırlanması: Serum ve doku örnekleri uygun test 

dilüntleri ile ile otuz kat dilüe edildi.  

 Standart Solüsyonları: Sekiz adet standart (std1, std2, std3, std4, 

std5, std6) hazırlanmıştır. Sekizinci strandart 0. standart (std0, 0 

pg/mL) olup bu standartın hazırlanması için sadece dilüentler 

kullanılmıştır. Bu standart hazırlanırken örnek tipine göre dilüentler 

yukarıda açıklandığı şekilde seçilmiştir. Standart protein içeren reaktif 

şişesinin içerisine 400 µL dilüent 50 ng/mL stok solüsyonu elde etmek 

için transfer edildi ve hafifçe çalkalanarak çözeltinin iyice çözünmesi 

sağlandı. 7 adet mikrosantrifüj tüpüne 400 µL dilüent eklendi. Std1’i 

elde etmek için ise sadece bu mikrosantrifüj tüpü içerisine 470 µL 

dilüent eklenmiştir. Elde edilen 50 ng/mL konsantrasyonundaki 

TIMP-1 standartından std1’i (3000 pg/mL) oluşturmak için bu tüpün 

içerisine 30 µL aktarıldı. Std1’den std2’ye 200 µL aktarıldı ve bu 

adıma göre sırayla önceki tüpten ikinci tüpe 200 μL solüsyon 

pipetlenerek seri dilüsyon işlemi gerçekleştirildi. 

 

Şekil 16  

TIMP-1 için Standart Hazırlama Prosedürü 

 
 Yıkama Solüsyonu: 20 mL yıkama solüsyonu üzerine 380 mL distile 

su eklenerek yirmi kat seyreltildi. 

 Biyotinlenmiş Saptayıcı Antikor Solüsyonu: Önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüentinden 100 µL eklenerek seksen kat seyreltildi. 
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 HRP-Streptavidin Konsantre Solüsyonu: HRP-Streptavidin 

konsantre flakonunu kullanmadan önce hafifçe karıştırmak için 

pipetlendi. HRP-Streptavidin konsantresi, önceden dilüe edilip 

hazırlanmış test dilüenti ile dört yüz kat seyreltildi. 

 Deney prosedürü: 

 Kullanmadan önce tüm reaktifler ve örnekler oda sıcaklığına (18 - 

25ºC) getirildi. 

 Her standart ve örnekten 100 µL test kuyucuklarına eklendi ve 

mikroplakanın üzeri kapatılarak hafif çalkalandı. Oda sıcaklığında 2,5 

saat inkübe edildi. 

 İnkübasyon işlemi ardından tüm kuyucuklar boşaltıldı ve otomatik 

yıkama cihazı ile tüm kuyucuklara 300 µL yıkama solüsyonu 

eklenerek yıkandı. Bu işlem art arda dört kez tekrarlandı. Dördüncü 

yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek temiz emici kağıt üzerine 

yavaşça vurularak kurulandığından emin olundu. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış biyotinlenmiş antikor eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL hazırlanmış Streptavidin solüsyonu eklendi ve 

hafifçe çalkalanarak oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edildi. 

 45 dakika inkübasyondan sonra yıkama işlemi aynı şekilde 

tekrarlandı. 

 Her kuyucuğa 100 µL TMB tek adımlı substrat reaktifi eklendi. 

Hafifçe çalkalanarak karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edidi. 

 30 dakika inkübasyondan sonra 50 µL durdurucu solüsyon tüm 

kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandırıldı ve 

mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda oluşan reaksiyon 

okutuldu. 

 Yıkama işlemi: MW-12A Mikroplaka yıkayıcı, Mindray, 

Shenzhen, Çin ve okuma işlemi: MR-96A Mikroplaka 

okuyucu, Mindray, Shenzhen, Çin otomatik cihazlar ile 

yapılmıştır. 
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Dokularda Antioksidan Enzimler ve Lipid Peroksidasyon Ölçümleri 

Antioksidan Enzimler 

Dokularda antioksidan enzimlerden GPx ve SOD aktiviteleri ile lipid 

peroksidasyon belirteçi olan MDA düzeyleri ölçülmüştür.  

Dokularda Antioksidan Enzimler 

Bu enzimler otomatik BS-240 VET Klinik Kimya Analizöründe çift tekrarlı 

olacak şekilde (Mindray, Shenzhen, Çin) çalışılmıştır. 

− GPx. GPx aktiviteleri RANSEL RS505, Randox Laboratories Ltd., Crumlin, 

County Antrim, England kullanıma hazır test kiti kullanılarak ölçüldü. 

Testin Prensibi: GPx, oksitlenmiş GSH'ye (GSSG) glutatyon (GSH)-

kümen hidroperoksit reaksiyonunu katalize eder. GSSG, indirgenmiş 

NADPH ve glutatyon redüktaz (GR) arasındaki reaksiyon ile nikotinamid 

adenin dinükleotit fosfat (NADP+) üretilir. GPx aktivite seviyesi dolaylı 

olarak NADP+ seviyesindeki artışla ölçülmüştür. 

− SOD. SOD aktiviteleri RANSOD SD125, Randox Laboratories Ltd., 

Crumlin, County Antrim, England kullanıma hazır test kiti kullanılarak 

ölçüldü. 

Testin Prensibi: Süperoksit radikalleri, ksantin-ksantin oksidaz sistemi 

tarafından üretilir. Süperoksit radikalleri, kırmızı bir formazan boyası 

oluşturmak için 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum 

klorür (I.N.T.) ile reaksiyona girer, SOD ise süperoksit radikal aktivitesini 

inhibe eder. Dolayısıyla bu analizde, bir birim SOD aktivitesi, I.N.T.’nin 

%50 inhibisyonuna neden olan SOD miktarıydı.  

 

MDA  

MDA, TBARS Deney Kiti, Ref No: 10009055, Cayman Chemicals, Ann 

Arbor, MI, USA ile analiz edilmiştir. Yakın Doğu Üniversitesi Tıp Fakültesi 4. Kat 

Biyokimya Laboratuvarı’nda VersaMax Tunable mikroplaka okuyucu (Molecular 

Devices, San Jose, CA, USA) ile ölçülmüştür. 

Testin Prensibi: MDA ve Tiyobarbitürik Asit’in (TBA) yüksek sıcaklık (90-100°C) 

ve asidik koşullar altında reaksiyonuyla oluşan MDA-TBA eklentisi florometrik 

olarak 530 nm dalga boyunda ölçülür. 

Reaktiflerin, Örneklerin ve kullanılacak cihazların hazırlanması: 
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 TBA, TBA Malondialdehit Standart ve TBA SDS Solüsyonu kullanıma hazır 

olan reaktiflerdi. 

 TBA Asetik Asit: 2 adet 20 mL şeklinde olan bu flakonlar toplamda 40 mL 

olacak şekilde 160 mL distile suyun içerisine dökülüp seyreltidi ve daha 

sonra renk reaktifini hazırlamak için kullanıldı. 

 TBA Sodyum Hidroksit: 20 mL TBA Sodyum Hidroksiti 180 mL distile 

suyla seyreltildi ve bu seyreltilmiş çözelti, renk reaktifinin hazırlanmasında 

kullanıldı. 

 Renk Reaktifinin Hazırlanması: 530 mg TBA analitik terazi ile tartıldı ve 

50 mL seyreltilmiş TBA Asetik Asit Solüsyonu içeren 200 mL behere 

eklendi. Üzerine 50 mL seyreltilmiş TBA Sodyum Hidroksit eklendi ve TBA 

tamamen eriyene kadar karıştırıldı. 

 Su Banyosu Cihazı: Reaktifleri hazırlamaya başlarken deneyi başlatma 

zamanına kadar cihaz 90-100°C’ye gelmesi için çalıştırıldı. 

 Doku Homojenatlarının Hazırlanması: Doku Homojenizasyonu bölümünde 

açıklanmıştır. 

 Deney Prosedürü: 

 Deneyde 5 mL cam deney tüpleri kullanılmıştır. Her deney 

tüpü örneklere (çift tekrarlı) uygun olarak isimlendirildi. 

 Deney tüplerine 100 µL örnek ve standart eklendi. 

 Örnek ve standartlardan sonra 100 µL SDS Solüsyonu eklendi 

ve karıştırıldı. 

 4 mL Renk Reaktifi eklendi. 

 Deney tüpleri kapaklandı ve kaynatma sırasında dik 

kalabilmeleri için yüksek sıcaklığa dayanaklı bir tutucuya 

yerleştirildi. 

 Deney tüpleri tutucuyla birlikte sıcak su banyosuna 

yerleştirildi ve 1 saat inkübe edildi. 

 1 saat sonra deney tüpleri su sıcak banyosundan çıkarıldı ve 

reaksiyonu durdurmak için 10 dakika buz banyosuna konuldu.  

 10 dakika sonra deney tüpleri +4°C’de 1,600 x g’de 10 dakika 

santrifüjlendi ve her deney tüpü süpernatanlarından 300 µL 

alınarak mikroplakalara konulup 530 nm’de okutuldu. 
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Histopatolojik Değerlendirme 

Deney süresinin hemen ardından elde edilen dokular (mide, ince bağırsak, 

karaciğer ve böbrek) %10’luk nötr formalinde 48 saat fikse edildi, yükselen alkol 

serilerinde dehidre edildi ve parafin mumu içine gömüldü. Dokulardan 5 µm 

kalınlığında kesitler alınarak rutin hematoksilen eozin boyaması yapıldı. Kesitler, 

Olympus BX50 fotomikroskop (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanılarak 

histopatolojik olarak incelendi. 

 

İstatiksel Analiz 

İstatistiksel analizler GraphPad Prism yazılımı (versiyon 7,04, GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA) kullanılarak yapılmıştır. Tüm veriler ortalama ± 

standart sapma (ortalama ± SD) olarak ifade edildi. Veri gruplarını karşılaştırmak 

için bir varyans analizi (ANOVA) kullanıldı ve bunlar daha sonra Tukey’nin çoklu 

karşılaştırma testleri kullanılarak incelendi. p < 0,05’lik bir fark istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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BÖLÜM IV 

Bulgular ve Yorumlar 

Bu bölümde çalışma sorularına yönelik toplanan veriler ışığında ulaşılan 

bulgulara değinilmektedir. 
 
Serum Enzim Aktiviteleri ve Metabolit Konsantrasyonları 

Serum ALT, AST, ALP, LDH, amilaz, lipaz aktiviteleri U/L olarak ve 

metabolit konsantrasyonları BUN ve kreatinin mg/dL olarak; albümin ve TP g/dL 

olarak Tablo 1’de, Şekil 17 ve Şekil 18’de gösterilmektedir. 

Serum metabolitlerinden Albümin ve TP konsantrasyonları deney grupları 

arasında karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık bulunmadı (p > 0,05).  

BUN değerlerinin karşılaştırmasında kontrol ve NAC grupları arasında 

anlamlı bir fark görülmemiştir (p > 0,05). CPT-11 grubu kontrol ve NAC gruplarıyla 

kıyaslandığında BUN değerinin önemli ölçüde arttığı tespit edildi (sırasıyla p < 

0,0001, p < 0,001). 

Kreatinin konsantrasyonları kıyaslamasında kontrol ve NAC grupları arasında 

anlamlı bir fark görülmemiştir (p > 0,05). CPT-11 grubu ile kontrol grubu arasında 

CPT-11 grubu konsantrasyonlarının artmasıyla önemli değişiklikler kaydedildi (p < 

0,0001). CPT-11 grubunun NAC grubuyla karşılaştırılmasında da önemli farklılıklar 

bulunmuş ve kreatinin değerleri NAC grubunda düşmüştür (p < 0,0001). Kreatinin 

konsantrasyonlarının CPT-11+NAC grubuyla CPT-11 arasında yapılan kıyaslamada 

ise CPT-11+NAC grubu konsantrasyonlarının CPT-11’e göre önemli ölçüde düştüğü 

kaydedilmiştir (p < 0,001). 

Serum enzimleri amilaz ve lipaz ile yapılan çalışmalarda hiçbir grupta 

anlamlı farklılık bulunamamıştır (p > 0,05). 

ALT aktiviteleri CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapılan 

karşılaştırmalarında iki grupta da anlamlı farklılıklar kaydedilmiştir (p < 0,0001). 

CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karşılaştırılmasında ise anlamlı aktivite 

değişiklikleri bulunmuştur (p < 0,0001). 

AST aktivitelerinde kontrol ve NAC grupları arasında anlamlı farklılık 

yoktur. (p > 0,05). CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapılan 

karşılaştırmalarında iki grupta da anlamlı farklılıklar kaydedilmiştir (p < 0,0001). 

Fakat, CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karşılaştırılmasında ise anlamlı aktivite 

değişiklikleri bulunmuştur (p < 0,01). 
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LDH aktiviteleri CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapılan 

karşılaştırmalarında iki grupta da anlamlı farklılıklar kaydedilmiştir (p < 0,0001). 

CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karşılaştırılmasında da anlamlı aktivite 

değişiklikleri bulunmuştur (p < 0,0001). Kontrol ve NAC grupları arasında ise 

anlamlı bir aktivite değişikliği olmamıştır (p > 0,05). 
 

Tablo 1  

Sıçan Serum Enzimlerinin Ve Metabolitlerinin Değişiklikleri (ortalama ± SD). 

 Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC 

Albumin 

(g/dL) 
3,25 ± 0,25 3,27 ± 0,23 3,17 ± 0,25 2,91 ± 0,34 

TP (g/dL) 6,10 ± 0,63 6,15 ± 1,82 5,78 ± 1,60 4,76 ± 0,40 

ALP (U/L) 124,20 ± 54,96 137,2 ± 45,55 266,20 ± 57,47***,†† 153,00 ± 43,78§§ 

ALT (U/L) 47,36 ± 11,27 74,58 ± 13,51 157,80 ± 29,16****,†††† 85,91 ± 20,13*,§§§§ 

AST (U/L) 60,69 ± 23,30 63,82 ± 20,94 140,80 ± 23,23****,†††† 84,40 ± 19,59§§ 

LDH (U/L) 398,00 ± 140,00 727,00 ± 161,00 2392,00 ± 817,00****,†††† 901,00 ± 236,00§§§§ 

BUN (mg/dL) 12,97 ± 2,32 14,87 ± 3,02 23,49 ± 3,68****,††† 17,86 ± 2,60*,† 

Kreatinin 

(mg/dL) 
0,47 ± 0,13 0,51 ± 0,15 1,06 ± 0,19****, †††† 0,56 ± 0,10§§§§ 

Amilaz (U/L) 2096,00 ± 128,00 1990,00 ± 171,00 1910,00 ± 252,00 1909,00 ± 270,00 

Lipaz (U/L) 30,33 ± 2,25 27,33 ± 1,63 26,67 ± 1,86 27,33 ± 5,28 

*p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 ****p < 0,0001 kontrol grubuyla karşılaştırıldığında; † p < 0,05 ††p < 0,01 

†††p < 0,001 ††††p < 0,0001 NAC grubuyla karşılaştırıldığında; § p < 0,05 §§ p < 0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p < 

0,0001 CPT-11 grubuyla karşılaştırıldığında. 
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Şekil 17  

Serum Metabolitlerinin Konsantrasyonları 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil) 
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Şekil 18  

Serum Enzim Aktivite Düzeyleri 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil) 

 

 

Doku Antioksidan Enzimlerinin Aktiviteleri ve MDA Konsantrasyonu 

Mide, ince bağırsak, karaciğer ve böbrek doku homojenatlarındaki GPx ve 

SOD aktiviteleri ve MDA konsantrasyonları, Şekil 19’da ve Tablo 2’de U/mg 

Protein (GPx ve SOD) ve nmol MDA/mg Protein (MDA) olarak ifade edildi.  

Hem kontrol hem de NAC gruplarında, CPT-11’in uygulanması, tüm doku 

homojenatlarının CPT-11 gruplarında GPx ve SOD ekspresyonunu önemli ölçüde 

azalttı (p < 0,05 – 0,001). Ayrıca CPT-11+NAC gruplarının GPx (ince bağırsak, 

karaciğer, böbrek) ve SOD (mide, böbrek) seviyeleri kontrol ve NAC gruplarının 

seviyelerine yükselmiş ve CPT-11 grubundan anlamlı olarak farklı bulunmuştur (p < 

0,05 – 0,001). 

Bununla birlikte, CPT-11+NAC grubundaki GPx (mide, böbrek) ve SOD 

(ince bağırsak, karaciğer) seviyeleri, CPT-11 grubuna kıyasla artmıştır (p < 0,05 – 
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0,01), ancak kontrol grubuyla karşılaştırıldığında büyük bir fark kalmıştır. (p < 0,05 

– 0,01). 

Ayrıca CPT-11+NAC gruplarının MDA düzeylerinde CPT-11 grubuna göre 

belirgin fark vardı (p < 0,01 – 0,001) ve tüm dokularda MDA seviyeleri kontrol ve 

NAC grupları seviyelerine yükseldi. 

 

Tablo 2  

Sıçanların Dokularındaki GPx, SOD Aktivitelerindeki Ve MDA 
Konsantrasyonundaki Değişiklikler (ortalama ± SD). 

  Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC 
GPx (U/mg Protein) 
 Mide  0,70 ± 0,19 0,69 ± 0,20 0,19 ± 0,07****,†††† 0,44 ± 0,07*,†,§ 

 İnce Bağırsak 0,49 ± 0,16 0,34 ± 0,11 0,10 ± 0,03****,†† 0,32 ± 0,08§ 

 Karaciğer 0,70 ± 0,19 0,69 ± 0,20 0,19 ± 0,07**,†† 0,44± 0,07§ 

 Böbrek 0,68 ± 0,15 0,55 ± 0,18 0,20 ± 0,05****,††† 0,43 ± 0,06*,§ 

SOD (U/mg Protein) 
 Mide  1,14 ± 0,18 0,96 ± 0,10 0,66 ± 0,32** 1,15 ± 0,22§§ 

 İnce Bağırsak 0,71 ± 0,15 0,64 ± 0,13 0,25 ± 0,06****,†††† 0,45 ± 0,03**,†,§ 

 Karaciğer 0,52 ± 0,17 0,53 ± 0,18 0,18 ± 0,04****,†††† 0,41 ± 0,09**,†,§ 

 Böbrek 0,35 ± 0,10 0,36 ± 0,11 0,10 ± 0,02***,††† 0,23 ± 0,04§ 

MDA (nmol MDA/mg Protein) 
 Mide  1,21 ± 0,34 1,39 ± 0,38 3,92 ± 1,20****,†††† 2,26 ± 0,56§§ 
 İnce Bağırsak 1,09 ± 0,41 1,03 ± 0,44 2,72 ± 0,60****,†††† 1,42 ± 0,46§§§ 
 Karaciğer 1,50 ± 0,47 1,24 ± 0,50 4,70 ± 1,37****,†††† 2,49 ± 0,37§§§ 
 Böbrek 1,80 ± 0,27 1,84 ± 0,34 3,57 ± 0,80****,††† 2,11 ± 0,60§§§ 

* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 **** p < 0,0001 kontrole kıyasla; † p < 0,05 †† p < 0,01 ††† p < 
0,001 †††† p < 0,0001 NAC ile karşılaştırıldığında; § p < 0,05 §§ p < 0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p < 
0,0001 CPT-11 ile karşılaştırıldığında. 
 



63 
 

 
 

 
 
Serum ve Dokularda IL-1β ve TNF-α Düzeyleri  

Şekil 20’de serum ve doku homojenat (mide, ince bağırsak, karaciğer ve 

böbrek) IL-1β ve TNF-α seviyeleri gösterilmekte ve konsantrasyonlar serumda 

pg/mL ve doku homojenatlarında pg/mg Protein olarak ifade edilmektedir. 

CPT-11 gruplarında, CPT-11 uygulaması, hem kontrol hem de NAC (p < 

0,05 – 0,0001) grupları ile karşılaştırıldığında, IL-1β ve TNF-α konsantrasyonunu 

hem serum hem de tüm doku homojenatlarında önemli ölçüde artırdı. 

Serum ve tüm doku homojenatlarındaki IL-1β ve TNF-α seviyeleri, CPT-

11+NAC grubunda CPT-11 grubu ile karşılaştırıldığında önemli ölçüde azaldı (p < 

0,05 – 0,001). 

Ancak kontrol ve NAC deney grupları arasında serum ve tüm doku 

homojenatlarında anlamlı bir fark gözlenmedi. 

Şekil 19  

Deney Gruplarında Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer Ve Böbrek Dokularının GPx, 
SOD Ve MDA Düzeyleri 
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Tablo 3  

Sıçanların Serum Ve Dokularındaki IL-1β Ve TNF-α Seviyelerindeki Değişiklikler 
(ortalama ± SD). 

  Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC 
IL-1β (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 

 Serum 134,00 ± 
41,75 

162,10 ± 51,94 311,80 ± 77,16****, 

††† 
152,50 ± 39,10† 

 Mide  255,80 ± 
134,30 

275,30 ± 89,78 936,80 ± 
357,00****, ††† 

581,60 ± 132,20§ 

 İnce Bağırsak 42,10 ± 18,27 48,19 ± 14,48 80,71 ± 23,95**, † 50,04 ± 15,52§ 

 Karaciğer 239,20 ± 
95,95 

257,70 ± 64,60 487,80 ± 93,62***, 

††† 
350,50 ± 75,14§ 

 Böbrek 282,60 ± 
128,20 

288,30 ± 82,47 641,20 ± 147,40***, 

††† 
358,90 ± 109,20§§ 

TNF-α (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 

 Serum 8,30 ± 3,61 7,66 ± 2,69 121,30 ± 81,60***, 

††† 
25,60 ± 13,94§§ 

 Mide  424,90 ± 
135,90 

339,70 ± 
107,40 

1153,00 ± 
139,10****, †††† 

585,50 ± 
199,10†,§§§§ 

 İnce Bağırsak 87,10 ± 29,29 91,65 ± 27,07 273,50 ± 127,40***, 

†† 
100,90 ± 41,90§§ 

 Karaciğer 403,50 ± 
95,73 

460,60 ± 69,99 819,40 ± 
155,40****, ††† 

533,00 ± 125,20§§ 

 Böbrek 434,30 ± 
65,72 

498,10 ± 50,53 1087,00 ± 
356,90****, ††† 

711,90 ± 148,80§ 

* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 **** p < 0,0001 kontrole kıyasla; † p < 0,05 †† p < 0,01 ††† p < 
0,001 †††† p < 0,0001 NAC ile karşılaştırıldığında; § p < 0,05 §§ p < 0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p < 
0,0001 CPT-11 ile karşılaştırıldığında. 
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Serum ve Dokularda MMP Aktivileri ve TIMP Seviyeleri 

Serum ve doku homojenat seviyeleri Tablo 4’de ve Şekil 21, 22, 23 ve 24’te 

pg/mL serum ve pg/mg Protein doku olarak gösterilmiştir.  

CPT-11 uygulaması, CPT-11 gruplarında hem kontrol hem de NAC grupları 

ile karşılaştırıldığında serum ve tüm doku homojenatlarında MMP-1, MMP-2, MMP-

8’i önemli ölçüde artırmış ve TIMP-1 konsantrasyonunu azaltmıştır (p < 0,05 – 

0,0001). 

CPT-11 grubuna göre önemli bir fark olmasına rağmen CPT-11+NAC 

gruplarının MMP-1, MMP-2, MMP-8 seviyelerinde düşüş, CPT-11+NAC 

gruplarının TIMP-1 seviyelerinde ise düşüş gözlendi. NAC grupları, serum ve tüm 

doku homojenatlarında kontrol ve NAC gruplarının seviyesine yükseldi (p < 0,05 – 

0,0001). 

Şekil 20  

Deney Gruplarında Serum, Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer Ve Böbrek IL-1β Ve 
TNF-α Düzeyleri 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil.) 
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CPT-11 grubu ile karşılaştırıldığında önemli bir fark olmasına rağmen CPT-

11+NAC gruplarının MMP-1, MMP-2, MMP-8 seviyeleri düşerken, CPT-11+NAC 

gruplarının TIMP-1 seviyeleri serum ve tüm doku homojenatlarında kontrol ve NAC 

gruplarının seviyesine yükseldi (p < 0,05 – 0,0001). 
  

Tablo 4  

Sıçanların Serum Ve Dokularındaki MMP’ler Ve TIMP-1 Seviyelerindeki 
Değişiklikler (ortalama ± SD). 

  Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC 
MMP-1 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 
 Serum 2,31 ± 0,44 1,89 ± 0,48 7,05 ± 1,87 ****, †††† 2,943 ± 1,06 §§§§ 
 Mide  1,17 ± 0,52 1,41 ± 0,48 2,84 ± 0,97 ***, †† 1,81 ± 0,32 § 
 İnce Bağırsak 0,58 ± 0,21 0,55 ± 0,24 1,16 ± 0,20 ***, ††† 0,80 ± 0,16 § 
 Karaciğer 0,91 ± 0,38 1,36 ± 0,28 2,46 ± 0,54 ****, ††† 1,68 ± 0,36 *, § 
 Böbrek 1,57 ± 0,47 1,55 ± 0,85 3,87 ± 1,04 ***, ††† 2,24 ± 0,56 §§ 
MMP-2 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 

 Serum 21,51 ± 6,65 20,00 ± 4,48 53,63 ± 19,79 ***, 

††† 32,67 ± 4,73 § 

 Mide  1,39 ± 0,31 1,64 ± 0,40 2,55 ± 0,50 ***, †† 1,68 ± 0,42 §§ 
 İnce Bağırsak 1,06 ± 0,28 0,94 ± 0,35 2,42 ± 0,48 ****, †††† 1,61 ± 0,38 †, §§ 
 Karaciğer 0,90 ± 0,28 0,91 ± 0,35 1,83 ± 0,34 **, † 1,18 ± 0,48 § 
 Böbrek 0,83 ± 0,52 1,10 ± 0,41 2,26 ± 0,36 ***, †† 1,42 ± 0,48 § 
MMP-8 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 
 Serum 80,67 ± 12,90  84,75 ± 13,42 222,60 ± 68,85 ****, 

†††† 114,00 ± 32,13 §§§ 

 Mide  2,55 ± 1,55 3,00 ± 1,62  7,07 ± 2,10 ***, †† 4,19 ± 0,93 § 
 İnce Bağırsak 1,40 ± 0,56 1,30 ± 0,37 3,44 ± 0,70 ****, †††† 2,31 ± 0,49 *, †, §§ 
 Karaciğer 3,54 ± 0,74 4,72 ± 0,79 9,17 ± 1,76 ****, ††† 6,30 ± 2,08 *, § 
 Böbrek 4,47 ± 1,30 5,15 ± 0,86 11,08 ± 1,86****, 

†††† 6,34 ± 1,62 §§§§ 

TIMP-1 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein) 

 Serum 1210,00 ± 
368,20 

851,50 ± 
221,80 

322,30 ± 87,42 ****, 

†† 742,70 ± 152,70*, § 

 Mide  1261,00 ± 
320,80 1143 ± 241,1 685,9 ± 178,8 **, † 1088,00 ± 182,70 § 

 İnce Bağırsak 518,40 ±49,80 447,90 ± 73,52 109,70 ± 39,56 ****, 

†††† 
261,70 ± 73,67 ****, 

†††, §§ 

 Karaciğer 276,10 ± 
80,72 274,90 ± 56,13 101,60 ± 24,29 ***, 

††† 190,20 ± 41,62 § 

 Böbrek 353,20 ± 
81,03 307,40 ± 63,72 97,83 ± 21,72 ****, 

†††† 
190,10 ± 25,94 ***, 

††, § 
* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 **** p < 0,0001 kontrole kıyasla; † p < 0,05 †† p < 0,01 ††† p < 
0,001 †††† p < 0,0001 NAC ile karşılaştırıldığında; § p < 0,05 §§ p < 0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p < 
0,0001 CPT-11 ile karşılaştırıldığında. 
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Şekil 21  

Deney Gruplarında Serum MMP’ler ve TIMP-1 Seviyeleri. 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil.) 
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Şekil 22  

Deney Gruplarında Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer Ve Böbrek MMP-1 Seviyeleri. 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil.) 
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Şekil 23 

Deney Gruplarında Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer Ve Böbrek MMP-2 Seviyeleri. 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil.) 
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Şekil 24  

Deney Gruplarında Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer Ve Böbrek MMP-8 Seviyeleri. 

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 **** p < 0,0001, ns: anlamlı değil.) 
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Histopatolojik Bulgular 

Mide, ince bağırsak, karaciğer ve böbrek organları tüm deney gruplarında 

histopatolojik olarak değerlendirilmiştir (sırasıyla Şekil 25, 26, 27, 28). Doku 

homojenatı (mide, ince bağırsak, karaciğer, böbrek) histomorfolojik skor ölçümleri 

ise aşağıda Tablo 5’te gösterilmektedir. 

 

Mide 

Midenin kontrol grubunda düzenli bir epitel tabakası ve mide bezleri ile mide 

dokusu gözlendi (Şekil 25a). Bu yapılar NAC grubunda benzerdi (Şekil 25b). CPT-

11 grubunda düzensiz gastrik epitel ve bez yapılarında belirgin genişleme gözlendi 

(Şekil 25c). CPT11+NAC grubunda mide epitel kolonlarının açıklıklarında gerileme 

ve bez yapısında düzelme gözlendi (Şekil 25d).  

Mide yüzey epitelindeki dejenerasyon, bez yapılarındaki bozulmalar ve 

tıkanıklık skorları CPT-11 grubunda kontrol ve NAC gruplarına göre önemli ölçüde 

arttı (p < 0,01 – 0,0001). NAC ile tedaviden sonra, yüzey epitelinin artan mide 

dejenerasyonu, bez yapılarındaki bozulmalar ve tıkanıklık skorları önemli ölçüde 

azaldı (p < 0,05 – 0,0001) (Tablo 5). 
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Şekil 25  

Midenin Histolojik Görünümü 

(a) Kontrol grubu *: düzenli mide bezleri ve ‣: düzenli mide epiteli, (b) NAC grubu 

*: düzenli mide bezleri ve ‣: düzenli mide epiteli, (c) CPT-11 grubu * : düzensiz ve 

büyümüş mide bezleri ve ‣: mide epiteli ve →: mide epitel kolonları arasındaki 

açıklıklar, (d) CPT-11+NAC ‣ grubu: mide epitel kolonları arasındaki açıklıkların 

gerilemesi ve →: mide epiteli, Bar: 50µm. 
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İnce Bağırsak 

Kontrol grubu (Şekil 26a) ve NAC grubu (Şekil 26b), düzenli villi ve 

bağırsak bezi yapıları ile düzenli epitel hücreleri sergiledi. CPT-11 grubunda villöz 

epitel hücrelerinde şiddetli dökülme, bağırsak bezi epitelinde bozulmalar ve ara sıra 

kapiller intravasküler konjesyon gözlendi (Şekil 26c). CPT11+NAC grubunda villus 

epitel hücrelerinin dökülmesinin gerilediği ve bağırsak bezi epitelinin iyileştiği 

görüldü (Şekil 26d). 

CPT-11 grubunda ince bağırsak villus dejenerasyonu, lamina propriada 

tıkanıklık ve bağırsak bezlerinin bozulması skorunun kontrol ve NAC gruplarına 

göre belirgin şekilde yüksek olduğu bulundu (p < 0,01 – 0,0001). NAC 

uygulandığında, ince bağırsak villus dejenerasyonundaki yükselmeler, lamina 

propriadaki tıkanıklık ve bağırsak bezlerinin bozulması skorları önemli ölçüde 

baskılanmıştır (p < 0,05 – 0,001) (Tablo 5). 
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Şekil 26  

İnce Bağırsağın Histolojik Görünümü 

(a) Kontrol grubu →: düz bağırsak epitel hücrelerinde gözlenen villus yapıları; 

(b) NAC grubu →: kontrol grubuna benzer düz epitel hücreli villi; (c) CPT-11 

grubu *: bağırsak bezlerinde bozulmalar ve ‣: kılcal damar tıkanıklığı ve →: 

villus yapılarında epitel hücrelerinin ciddi şekilde dökülmesi; (d) CPT-

11+NAC * grubu: bağırsak bezlerindeki bozuklukların gerilemesi ve →: villus 

epitel hücrelerinde iyileşmeler. Bar: 50µm. 
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Karaciğer 

Kontrol grubunda düz sinüzoidler ve hepatositler ile karaciğer dokusu izlendi 

(Şekil 27a). NAC grubu da benzer görüntüleri kaydetti (Şekil 27b). CPT-11 

grubunda hepatositlerde ciddi büyüme ve sitoplazma kaybı gözlendi (Şekil 27c). 

CPT-11+NAC grubunda hepatosit sitoplazma kaybının azaldığı ve sinüzoidlerin 

ortaya çıktığı görüldü (Şekil 27d). 

 

 

Şekil 27  

Karaciğerin Histolojik Görünümü 

(a) Kontrol grubu →: düzenli hepatositler ve ortada merkezi damar; (b) → NAC 

grubu: merkezi damar ve sinüzoidler; (c) → CPT-11 grubu: ciddi şekilde büyümüş 

ve sitoplazmasını kaybetmiş hepatositler; (d) CPT-11+NAC ‣ grubu: hepatositlerin 

yenilendiği ve →: sinüzoidlerin eski yapılarına döndüğü gözlendi. Bar: 50µm. 
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Böbrek 

Kontrol böbrek dokusu düzgün glomerüler ve tübüler yapılara sahipken 

(Şekil 28a), NAC grubundaki dokular benzer görüntülere sahipti (Şekil 28b). CPT-11 

grubunda tübül hücrelerinde şiddetli konjesyon ve dökülmenin yanı sıra kast 

oluşumları da gözlendi (Şekil 28c). CPT-11+NAC grubunda tübüler yapıların 

rejenerasyonu gözlenirken, tıkanıklığın gerilediği yerde tübüler kast oluşumlarının 

devam ettiği gözlendi (Şekil 28d). 

CPT-11 grubunda, hepatositlerde, sinüzoidlerde ve tübüler hücrelerde 

dejenerasyon ve böbrek konjesyon skorları, kontrol ve NAC gruplarına kıyasla 

şiddetli bir artış (p < 0,05 – 0,0001) gösterdi. Tersine, puanlardaki artış CPT-

11+NAC gruplarında önemli ölçüde düzeldi (p < 0,05 – 0,001) (Tablo 5). 

 

Şekil 28  

Böbreğin Histolojik Görünümü 

(a) Kontrol grubu →: düzenli tübüler ve ‣: glomerüler yapılar; (b) NAC grubu →: 

düzenli boru biçimli yapılar; (c) CPT-11 grubu *: kılcal damar tıkanıklığı ve →: 

tübüler hücrelerde ciddi dökülme ve kast oluşumları; (d) CPT-11+NAC grubu *: 

konjesyonda gerileme ve →: tübül hücrelerinin dökülmesinde azalma. Bar: 50µm 
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Tablo 5  

Doku Homojenatı (Mide, İnce Bağırsak, Karaciğer, Böbrek) Skorlarının 
Histopatolojik Ölçümleri (Ortalama ± SD). 

 Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC 
Mide 

Yüzey Epitelinde Ayrılmalar 2,31 ± 0,45 1,90 ± 0,48 7,05 ± 1,87 ****, †††† 2,94 ± 1,06 §§§§ 
Bez Yapılarında Bozulmalar  1,18 ± 0,53 1,41 ± 0,49 2,84 ± 0,98 ***, †† 1,81 ± 0,33 § 

Konjesyon 0,58 ± 0,22 0,55 ± 0,24 1,17 ± 0,20 ***, ††† 0,80 ± 0,16 § 
İnce Bağırsak  

Villus Dejenerasyonu 21,51 ± 6,66 20,00 ± 4,48 53,63 ± 19,79 ***, ††† 32,67 ± 4,73 § 
Lamina Propriada Konjesyon 1,39 ± 0,31 1,65 ± 0,40 2,55 ± 0,51 ***, †† 1,68 ± 0,42 §§ 
Bağısak Bezlerinde Bozulma 1,06 ± 0,29 0,95 ± 0,35 2,42 ± 0,48 ****, †††† 1,61 ± 0,39 †, §§ 

Karaciğer 
Hepatosit Dejenerasyonu 80,67 ± 12,90  84,75 ± 13,42 222,60 ± 68,85 ****, †††† 114,00 ± 32,13 §§§ 
Sinüzoidlerde Bozulma 2,55 ± 1,56 3,01 ± 1,62  7,09 ± 2,10 ***, †† 4,20 ± 0,94 § 

Böbrek  
Tübül Hücrelerinde Dökülme 1210,00 ± 368,20 851,50 ± 221,80 322,30 ± 87,40 ****, †† 742,70 ± 152,70 *, § 

Konjesyon 1261,00 ± 320,80 1143,00 ± 241,00 685,90 ± 178,80 **, † 1088,00 ± 182,70 § 

Tübüllerde Kast Oluşumu 518,40 ± 49,80 447,90 ± 73,50 109,70 ± 39,70 ****, †††† 261,70 ± 73,70 ****, †††, 

§§ 
* p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 **** p < 0,0001 kontrole kıyasla; † p < 0,05 †† p < 0,01 ††† p < 
0,001 †††† p < 0,0001 NAC ile karşılaştırıldığında; § p < 0,05 §§ p < 0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p < 
0,0001 CPT-11 ile karşılaştırıldığında. 
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BÖLÜM V 
Tartışma 

 

Bu bölümde, elde edilen bulgular literatürlerde yer alan araştırmalar 

çerçevesinde tartışılmıştır. 

 

Günümüzde sağlık sektöründeki her türlü gelişmeye rağmen kanser vakaları 

her geçen gün artmakta ve ölüm oranları yüksek seyretmektedir. 20. yüzyılın 

ortalarında başlayan kemoterapi uygulaması ile kanser tedavisinde önemli ilerlemeler 

kaydedilmesine rağmen bu kemoterapötik ajanların yan etkileri kullanımlarını 

sınırlayan önemli faktörlerden biridir. Bu nedenle kemoterapötik ajanların olumsuz 

etkilerini azaltmak için kanser tedavi rejimlerine yeni ilaçların eklenmesine yönelik 

hem deneysel hem de klinik çalışmalar artmaktadır. 

Çalışmamızda kolorektal ve pankreas kanserlerinde kullanılan EMA/FDA 

onaylı sitotoksik bir kemoterapotik ilaç olan CPT-11’in yan etkilerine karşı güçlü bir 

antioksidan olan NAC’ın etkisinin sağlıklı sıçanlarda deneysel ve klinik çalışmalarla 

incelenmesi amaçlandı.  

CPT-11, topoizomeraz I-DNA kompleksini bağlayan ve stabilize eden 

farmakolojik olarak aktif metabolitleri oluşturmak üzere karboksilesterazlar 

(CES’ler) tarafından metabolize edilir (de Man vd., 2018).  

DNA topoizomerazları, genetik materyalin replikasyonu ve translasyonu 

sırasında aşırı sarmal DNA çift sarmalının topolojisini kontrol etmekten sorumlu 

nükleer enzimlerdir. Kamptotesinin bölünebilir komplekslerin hareketli replikasyon 

çatallarıyla çarpışmasına neden olduğu düşünülmektedir. Bu, DNA replikasyonunun 

durmasına ve geri dönüşümsüz DNA zinciri kırılmalarına ve nihayetinde hücre 

ölümüne yol açar (Nitiss, 2009).  

CPT-11, karaciğer tarafından aktif metaboliti SN-38’e metabolize edilir. 

CPT-11, kamptotesinin lakton halkası özelliğini korur ancak konumunda, bileşiğin 

çözünürlüğünü geliştiren ek bir piperido yan zincirine sahiptir (Armand vd., 1995). 

CPT-11’in aktif metaboliti olan SN-38’in hepatorenal ve gastrointestinal toksisitenin 

altında yatan ana faktör olduğu anlaşılmaktadır (Q. Y. Zhang vd., 2018). Uygulanan 

CPT-11’in sadece %2-8'i SN-38'e dönüştürülür. Daha iyi bir terapötik sonuç elde 

etmek için kullanım dozu artırılmalıdır, ancak artan dozlar hastalarda ciddi toksisite 
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problemlerini beraberinde getirir. Diğer kemoterapötik ajanlar gibi, CPT-11'in de yan 

etkileri vardır. Özellikle hepatorenal ve gastrointestinal semptomlar en yaygın 

olanlarıdır. Şu anda, CPT-11 kullanımıyla ilgili en büyük sorun, hastalarda 

hepatorenal hasara ve GI mukozite neden olmasıdır; hastalara verilen ilaç dozunu 

sınırlayan en önemli faktör budur (Riera vd., 2020). 

Bu çalışmada CPT-11 uygulamasının sıçan serumlarında AST, ALT, ALP ve 

LDH aktivitelerini, BUN ve kreatinin düzeylerini değiştirdiği bulunmuştur. Amilaz, 

lipaz aktiviteleri ile albümin, TP düzeylerinde ise bir değişiklik bulunmamıştır. Daha 

önce yapılan çalışmalarda AST, ALT, ALP, LDH, BUN ve kreatinin 

parametrelerindeki artışların doku ve organ düzeyindeki değişikliklerin kanıtı olduğu 

bildirilmiştir (Vincenzi vd., 2015; Yokooji vd., 2012). AST, ALT, BUN, kreatinin, 

LDH ve ALP’deki artış, sistemik dokularda hücresel hasarın belirteçleridir. CPT-11 

uygulamasının neden olduğu hepatorenal ve gastrointestinal hasarla uyumlu olarak, 

serum enzim aktivitelerinde anlamlı bir artış gözlenmiştir (Vincenzi vd., 2015; Zou 

vd., 2012). Bu belirteçlerin serum aktivitelerinin CPT-11 grubunda önemli ölçüde 

arttığı ve NAC’nin bu artışları önemli ölçüde azalttığı ve CPT-11 toksisitesini tersine 

çevirdiği bulundu. Kandaki yüksek AST, ALT, LDH ve ALP aktiviteleri ve yüksek 

BUN ve kreatinin seviyeleri uzun vadeli sistemik değişikliklerin bir göstergesi 

olabilir. Bu belirteçlerin seviyeleri hepatorenal ve gastrointestinal sistem hasarı ile 

ilişkilendirilmiştir (Oršolić vd., 2010). Nitekim bu çalışmada elde edilen 

histopatolojik bulgular da bu gözlemi desteklemektedir. Diğer çalışmalarda, CPT-

11’in hepatorenal ve gastrointestinal toksik etkisine karşı farklı ajanlar kullanılarak 

benzer histopatolojik bulgular elde edilmiştir (Boeing vd., 2021). CPT-11 

uygulamasının mide, ince bağırsak, karaciğer ve böbrek dokularında yapısal hasar 

oluşturduğu ve bu hasarın NAC uygulaması ile gerilediği belirlendi. 

N-Asetilsistein, mukolitik amaçlar için kullanılan bir glutatyon verici 

antioksidan ajandır. Mukolitik etkilerine ek olarak, parasetamol zehirlenmesi (Sehirli 

vd., 2020)sırasında glutatyon depolarının tükenmesi ile ortaya çıkan toksik metaboliti 

temizlemek için klinikte kullanılır. NAC’ın klinikte gastrointestinal hastalıklar, 

karciğer hastalıkları, böbrek hastalıkları, enfeksiyöz hastalıklar gibi birçok hastalıkta 

kullanımı gösterilmiştir. NAC’ın etki mekanizması incelendiğinde ise antioksidan 

etkisini direkt ve indirekt göstermenin yanında anti-enflamatuar ve disülfit bağlarını 

kırma kabiliyeti gösterdiği incelenmiştir. NAC’ın antioksidan özelliğinin yanı sıra 

anti-enflamatuar özelliklere sahip olmasından dolayı çeşitli toksisite ve enflamasyon 
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modellerinde çalışılmıştır (Uzun vd., 2009). NAC, kemoterapötik ajanların toksik 

etkilerini azaltsa da kanser hastalarında kemoterapötik ajanların etkisini 

azaltabileceğine dair tartışmalı bulgular vardır. Çünkü tümör hücrelerinin yok 

edilmesi için reaktif oksijen türleri (ROS) gereklidir. Reaktif oksijen türlerinin 

kemoterapi sonucunda kansere hem neden olması hem de baskılaması ironiktir. 

Örneğin meme kanseri vakalarında, tümör hücrelerinin hayatta kalması yüksek ROS 

seviyelerine bağlıdır. Bu nedenle, bu ROS seviyelerinin düşürülmesi, kanser 

hücrelerinin yok edilmesi için de önemlidir. Bu etkileri ile NAC, sadece 

kemoterapinin olumsuz etkilerine bakarak değil, kanser hücresinin ihtiyaç duyduğu 

ROS seviyesini azaltarak da faydalı etkiler gösterebilmektedir (Kwon, 2021). 

Bu çalışmada temel amaç, son yıllarda kanser tedavisinde kullanılmaya 

başlanan CPT-11’in neden olduğu toksisiteye karşı NAC’ın koruyucu etkisinin 

araştırılmasıdır. Klinik pratikte, çoğu kemoterapötik ajan, potansiyel olarak oral 

mukozadan alt gastrointestinal sisteme, karın ağrısı, şişkinlik, diyare, hematokezya 

veya gastrointestinal sistem enfeksiyonu olarak ortaya çıkabilen mukoziti 

indükleyebilir. Apoptoz, hipoproliferasyon ve inflamasyon mukozal hasara katkıda 

bulunur (Peterson & Lalla, 2010).  

CPT-11 uygulaması ile incelenen enflamatuar, lipid peroksidasyon, 

antioksidan ve proteolitik enzim belirteçlerinin önemli ölçüde olumsuz etkilendiği, 

NAC uygulamasının ise rejeneratif etki gösterdiği belirlendi. Ayrıca mide, ince 

bağırsak, karaciğer ve böbrek dokularının histopatolojik incelemesinin biyokimyasal 

sonuçlarla uyumlu olduğu görüldü. 

TNF-α ve IL-1β, pleiotropik etkileri olan sitokinlerdir (Markov vd., 2020). 

Patojenler üzerindeki etkileri ile vücutta koruyucu etki gösterirken, aşırı 

salgılanmaları enflamatuar yanıta neden olur ve doku hasarına yol açar (Luthra vd., 

2013). Bu özelliklerinden dolayı enflamasyonun fizyopatolojisinde ana düzenleyici 

moleküller oldukları bilinmektedir.  

Bulgularımız, CPT-11’in dokularda IL-1β ve TNF-α gibi pro-enflamatuar 

sitokinlerin üretimini artırabileceğine dair önceki çalışmalarla tutarlıdır. Ayrıca bu 

sitokinlerin ekspresyonunun oksidan-antioksidan dengesinin bozulması ile ilişkili 

olduğu ve MMP’ler gibi proteolitik enzimlerin aktivitelerini arttırdığı gösterilmiştir. 

Farklı deneysel modellerde NAC’ın pro-enflamatuar sitokin ekspresyonunu azalttığı 

ileri sürülmüştür (Aksoy vd., 2019; Zmora vd., 2021).  
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Bu çalışmada önceki çalışmalarla uyumlu olarak CPT-11 uygulanan 

sıçanların serum, karaciğer, böbrek, mide ve bağırsak dokularında TNF-α ve IL-1β 

düzeylerinin arttığı bulundu. Bununla birlikte, NAC uygulaması bu dokularda sitokin 

konsantrasyonunu azalttı ve böylece anti-enflamatuar etkisi için destekleyici kanıtlar 

sağladı. 

ECM’nin en önemli işlevi, dokuları spesifik mekanik ve biyokimyasal 

özellikleriyle korumaktır. Doku oluşturan hücreler, ECM bileşenlerinin 

biyosentezinden sorumludur, ancak aynı şekilde matriksin hücre işlevi üzerinde 

doğrudan bir etkisi vardır. Hücre-matriks etkileşimleri, matriks molekülleri üzerinde 

ve bağlayıcı hücrenin yüzeyinde bulunan spesifik hücre reseptörlerinin ve epitopların 

varlığının bir sonucudur. Reseptörler ve epitoplar, yalnızca hücre bağlantısı ve 

göçünde değil, aynı zamanda hücre farklılaşmasının ve gen düzeyinde spesifik 

protein ekspresyonunun düzenlenmesi ve uyarılmasında da baskın bir rol oynar. 

Perisellüler matriks, hücreyi zararlı fiziksel etkenlere karşı korumak için özel bir 

fizyolojik mikro ortam oluşturur ve sinyallerin iletilmesini kolaylaştırır. ECM 

fizyolojik koşullarda sıkı bir şekilde düzenlenir ve düzensizliği kanser, romatoid 

artrit, nefrit, ensefalomiyelit, kronik ülserler ve fibroz gibi hastalıkların nedenleri 

arasındadır (Jabłońska-Trypuć vd., 2016).  

MMP’ler proteolitik enzimler ailesi ve ECM’nin temel bileşenleri olup, doku 

onarımı ve enflamatuar yanıt dahil olmak üzere birçok süreçte önemli rollere sahiptir 

(Kermeoğlu vd., 2022). Doku inhibitörleri (TIMP’ler), MMP’lerin aktivitelerinin 

etkisi ve düzenlenmesinde etkilidir, yani doğal MMP inhibitörleridir (Wen vd., 

2022)(Wen vd., 2022). İnhibitör etkilerini MMP’lere spesifik olmayan bir şekilde 

bağlanarak gösterirler (Ries, 2014). Bu nedenle, MMP ve TIMP seviyelerindeki 

değişiklikler, MMP’lerin doku homeostazına katkıda bulunmadaki etkinliğini belirler 

(Charzewski vd., 2021).  

Hücrelerin ECM ile etkileşimleri, hücre transformasyonu ve karsinogenez 

sırasında meydana gelen patolojik değişiklikler için önemlidir. MMP’ler geleneksel 

olarak ECM’nin fiziksel koşullarını bozmasından dolayı metastazı kolaylaştırmasıyla 

ilişkilendirilmiştir. Bununla birlikte, klinik olarak ilgili metastazların başlangıcından 

aşırı büyümesine kadar, kanserin tüm aşamalarında çoklu biyolojik işlevlere sahip 

oldukları doğrulandı (Mannello vd., 2005). 

Deney hayvanlarına CPT-11 uygulanması bu hayvanların hem sistemik 

yanıtın bir yansıması olarak kan serumunda hem de hepatorenal ve gastrointestinal 
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sistem dokularında MMP-1, -2, -8 ve TIMP-1 seviyelerinde önemli değişiklikler 

tespit edildi. Hücrelerin ECM ile etkileşimleri, hücre transformasyonu ve 

karsinogenez sırasında meydana gelen patolojik değişiklikler için önemlidir. 

Enflamatuar ve oksidan-antioksidan dengesizlik durumlarında MMP ve TIMP 

seviyeleri arasındaki ilişki farklı çalışma modellerinde gösterilmiştir (Charzewski 

vd., 2021). Öte yandan, NAC uygulanan gruplarda bu seviyelerin tersine döndüğü 

bulundu. NAC’ın MMP’lerin aktivitelerini ve TIMP-1 seviyelerini nasıl etkilediğini 

incelemek için çeşitli enflamasyon modelleri kullanılmıştır (Kim vd., 2014; 

Sampilvanjil vd., 2020). Bu, CPT-11’den türetilen MMP’lerin yukarı regüle 

edildiğini ve hasara katkıda bulunduğunu, ancak NAC’ın antioksidan ve anti-

enflamatuar özellikleriyle aşağı regülasyon yollarını tetiklediğini göstermektedir. 

Oksidan ve antioksidan moleküller arasındaki dengenin bozulması oksidatif 

stres olarak tanımlanır. Kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar ile oksidan-antioksidan 

dengesinin bozulabileceği ve buna bağlı olarak organ hasarı geliştiği bilinmektedir. 

Oksidatif stresin patofizyolojik süreçlerde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir ve 

bunu göstermek ve izlemek için çeşitli biyobelirteçler değerlendirilmektedir (Rtibi 

vd., 2017). Bunlardan üçü ve üzerinde en çok çalışılanlar olan MDA, GPx ve SOD 

bu çalışmada CPT-11 ve NAC’ın etkilerini değerlendirmek için ölçüldü. Bazı 

çalışmalarda bağırsak mukozası dahil olmak üzere çeşitli dokularda CPT-11’in etkisi 

araştırılmış ve bu dokularda MDA düzeylerinin arttığı, GPx ve SOD aktivitelerinin 

azaldığı belirlenmiştir (Rtibi vd., 2017).  

Bu çalışmada CPT-11 uygulanan sıçanlarda MDA düzeylerinin arttığı, GPx 

ve SOD aktivitelerinin azaldığı belirlendi. NAC uygulanan hayvanlarda ise sülfhidril 

donör grubu olarak antioksidan özelliğini ortaya koyan NAC’ın, MDA düzeylerini 

önemli ölçüde düşürdüğü ve kontrol grubundaki hayvanlarla aynı düzeyde olduğu 

belirlendi. Bu, NAC’ın lipid peroksil radikallerini temizleyerek MDA seviyelerini 

düşürmede etkili olduğunu düşündürür. Ayrıca CPT-11 ve NAC uygulanan grupta 

GPx ve SOD aktivitelerindeki anlamlı artışın da önemli olduğunu düşünüyoruz. Bu 

nedenle, CPT-11’in bu enzim seviyeleri üzerindeki etkisinin patofizyolojik 

mekanizmasını aydınlatmak gerekli hale geldi. 
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BÖLÜM VI 

Sonuç ve Öneriler 

 

Bu bölümde araştırmanın amaç ve alt amaçları doğrultusunda ulaşılan 

sonuçlara ve bu sonuçlardan yola çıkarak geliştirilen önerilere yer verilmiştir. 
 
Sonuç 

Bu çalışmada elde edilen bulgular doğrultusunda NAC’ın, CPT-11’in neden 

olduğu pro-enflamatuar sitokin ekspresyonlarındaki artışı ve proteolitik enzim 

aktivasyonlarını baskıladığı ve bozulan oksidan-antioksidan dengesini düzelttiği 

tespit edilmiştir. Bu da NAC’ın koruyucu etkisinin olduğunu göstermektedir. Bu 

bulgular histopatolojik incelemelerle de desteklenmiştir.  

Kanser tedavisinde toksisite tedaviyi sınırlayan en önemli faktördür. Bugüne 

kadar birçok çalışma yapılmasına rağmen bu sorun hala gündemini korumaktadır. 

CPT-11 son yıllarda birçok kanser türünün tedavisinde kullanılmasına rağmen 

hepatorenal ve gastrointestinal dokulara verdiği zarar önemlidir. Dolayısıyla bu 

sonuçlarla CPT-11 tedavisi alan onkoloji hastalarında tedavi protokollerine NAC 

eklenmesinin olumlu etki sağlayabileceği düşünülmektedir. Bu doğrultuda bu 

çalışma klinik çalışmalara öncülük etmektedir. 

Bu sonuçların daha sonraki kanser çalışmalarının tasarımına ışık tutacağını 

düşünmekteyiz. 

 

Öneriler 

Çalışmamızı daha ileriye taşımak için bir sonraki adım olan hücre kültürü 

çalışmalarıyla farklı kanser hücre hatlarında çalışılabilir ve NAC’ın CPT-11’e karşı 

olası koruyucu etkisinin tam olarak aydınlatılması amacıyla mekanizma odaklı 

çalışmalar planlanmalıdır. 
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