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Ozet

Sicanlarda N-asetilsistein’in (NAC) Irinotekan (CPT-11)-Indiiklenmis

Toksisiteye Kars1 Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Gencosman, Sevgi
Damisman: Dog¢. Dr. Serkan Sayiner
Doktora, Tibbi Biyokimya Bilim Dah
Aralik 2022, 123 sayfa

Irinotekan (CPT-11), kolorektal kanser gibi ¢esitli maligniteler igin tedavi
rejimlerinde yer alan bir kemoterapdtik ilagtir. N-asetilsistein (NAC) gii¢lii bir
antioksidan ve anti-enflamatuar ajan olup oksidatif stres ve enflamasyon ile ilgili
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu doktora tez ¢alismasi ile
NAC’mn CPT-11"in neden oldugu hepatorenal ve gastrointestinal doku hasarina karsi
koruma saglayip saglamadiginin arastirmasi amaglanmistir. Otuz iki adet Wistar
albino sican Kontrol, NAC, CPT-11 ve CPT-11+NAC olmak iizere dort deney
grubuna ayrildi. Deney siiresinin ardindan kan ve doku 6rnekleri (karaciger, bobrek,
mide ve ince bagirsak) toplandi ve biyokimyasal gostergeler, pro-enflamatuar
sitokinler (TNF-a ve IL-1p), matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), malondialdehit
(MDA), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri
degerlendirildi. CPT-11 ile tedavi edilen hayvanlarda hem biyokimyasal gostergeler
hem de pro-enflamatuar sitokinler, MMP ve MDA seviyeleri artarken, SOD ve GPx
aktiviteleri onemli 6l¢lide azaldi. Histopatolojik degerlendirmede CPT-11 grubunda
incelenen tiim dokularda yapisal hasar saptandi. NAC uygulamasi ile hem
biyokimyasal hem de histopatolojik olarak dokularda olumlu yonde gelismelerin
ortaya ¢iktig istatistiksel olarak belirlendi. Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgulari
CPT-11 ile NAC tedavisinin, enflamasyonu ve oksidan-antioksidan dengesini
modiile ederek, siganlarda CPT-11 toksisitesini azaltmada yararli bir etkiye sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, daha ileri arastirma ¢alismalarinin

yapilmasi gerekliligini de giiglii bir sekilde desteklemektedir.

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

metalloproteinaz, pro-enflamatuar sitokinler



Abstract

Investigation of the Possible Protective Effect of N-Acetylcysteine (NAC) against
Irinotecan (CPT-11)-Induced Toxicity in Rats

Gencosman, Sevgi
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serkan Sayiner
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-a and IL-1p), 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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BOLUM I
Giris
Bu boliimde aragtirmanin problemine, amacina, 6nemine, sinirliliklarina ve

ilgili tanimlara yer verilmistir.

Kanser, tiim diinyada 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Kemoterapi
(KT) ve radyoterapi (RT) su anda kanser tedavisi i¢in en etkili ve kapsamli
yaklasimlar (Chien vd., 2014)(Chien vd., 2014) olsalar da oral mukozit,
gastrointestinal toksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite, hematopoietik sistem hasart,
kardiyotoksisite, norotoksisite gibi birgok yan etkilere neden olduklar1 bilinmekte ve
bu nedenle klinik kullanimlar kisitlanmaktadir (Bilginaylar vd., 2022; Cakir vd.,
2015; Chukwunyere vd., 2022) Bu yan etkiler genellikle kanser hastalarinda yasam
kalitesini diisiirmekte ve tedavinin kesilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle KT ve
RT’nin yan etkilerine kars1 etkili yaklasimlar ve stratejiler gelistirmek son derece
onemlidir (de Man vd., 2020).

Irinotekan (CPT-11), topo-izomeraz inhibitdrii olarak gérev yapan bitki
alkaloid kamptotesin’in (7-etil-10-[4-(piperdino)-1-piperidino]-
karboniloksikamptotesin) yar1 sentetik bir tiirevidir. Son yillarda gelistirilen en
onemli anti-kanserojen ilaglardan biridir. CPT-11, kolorektal ve pankreas kanserli
hastalarda EMA (Avrupa Ila¢ Ajans1) ve FDA (Amerik Birlesik Devletleri Gida ve
[lag Dairesi) onayli kemoterapdtik-sitotoksik bir ajan olarak kullanilirken,
yumurtalik, rahim agzi, akciger ve mide kanserlerinin klinik ¢aligmalarinda olumlu
etkileri goriilmiis olup ¢alismalar devam etmektedir (Kawamoto vd., 2022; Kciuk
vd., 2020; Milano vd., 2022; Mori vd., 2019; Nakamura vd., 2022; Tate vd., 2021).
Bununla birlikte, diger kemoterapétik ajanlarda oldugu gibi, CPT-11"in kullaniminin
tedaviyi sinirlayan faktorlerinden biri, hepatorenal ve gastrointestinal hasari
arttirmasidir. Kemoterapinin bu yaygin olumsuz yan etkilerinin su anda bilinen bir
tedavisi veya 6nlemesi yoktur (Q. Y. Zhang vd., 2018). Karaciger, bobrek, mide ve
bagirsak dokularinda lipit peroksidasyon iiriinii malondialdehit (MDA) diizeylerinin
artmasi, antioksidan enzim diizeylerinin diismesi, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a)
ve interlokin-1beta (IL-1p) gibi sitokin diizeylerinin artmas1 ve epitel hiicre hasarina
ve tikanikliga neden olan matriks metalloproteinaz enzimlerinin aktivasyonu gibi

nedenlerden dolay1 tedavi simirhidir (Pingili vd., 2019; Zeynali-Moghaddam vd.,



2019) Sonug olarak, antioksidan 6zelliklere sahip anti-enflamatuar ilaglarin ortaya
cikmasi, bu olumsuz yan etkilerin iyilestirilmesine yardimci olmaktadir.

N-asetilsistein (NAC), ilk olarak 1961'de sentezlendi ve 1965'te Mead
Johnson tarafindan patentlendi. Solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde mukolitik
olarak kullanim1 Ziment tarafindan ve asetaminofen (parasetamol) doz agiminin
tedavisinde ise Smilkstein, Knapp, Kulig ve Rumack tarafindan kullanilmaya
baslandi (Smilkstein vd., 1988; Ziment, 1986). Daha sonra giiclii antioksidan etkisi
nedeniyle bir¢ok calismada 6nem kazanan mukolitik bir ilagtir. NAC, bir tiyol grubu
iceren, antioksidan 6zelliklere sahip kii¢iik bir molekiildiir. NAC, biyolojik veya
patolojik siireclerin redoks duyarliligin1 arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir
arac olmustur (Zhitkovich, 2019). Pro-enflamatuar sitokinleri ve matriks
metalloproteinazlar1 (MMP’ler) azaltma kapasitesini arttirdig bilinmektedir. Onceki
calismalarda, NAC’1n antioksidan ve anti-enflamatuar etkilerinin, alkole bagl
olmayan yagl karaciger hastaliginda doku hasarin1 (Uzun vd., 2009) kronik bobrek
yetmezligini (Sehirli vd., 2020) ve cep telefonu radyasyonuna bagli oksidatif stresi
(Ozgur vd., 2010) onledigi gosterilmistir.

Irinotekan (CPT-11), yaygin olarak kullanilan bir kemoterapétik ajandir ve
bilinen bir¢ok yan etkisi vardir (Jiang vd., 2022) Onceki ¢alismalarda CPT-11
toksisitesine karsi ¢esitli ajanlar ¢alisilmistir (Zhu vd., 2021). Bununla birlikte, farkli
ajanlarin ¢esitli ¢alisma modellerinde, 6zellikle hayvan modellerinde test edilmesi
ihtiyaci glincelligini korumaktadir. Tiim bu gézlemler 1s18inda CPT-11"in karaciger,
bdbrek, mide ve ince bagirsak toksisitesi iizerindeki pro-enflamatuar sitokin
ekspresyonlari, proteolitik enzimler ve antioksidan enzimlerin etkileri 6l¢iilerek

gliclii bir antioksidan olan NAC’1n olas1 koruyucu etkilerinin incelenmesi amacglandi.



BOLUM II

Kavramsal Temeller / Kuramsal Temeller ve ilgili Arastirmalar

Bu boliimde arastirma ile ilgili kavramsal aciklamalara, tanimlamalara ve
arastirma ile ilgili literatiirde gegen ve daha dnce yapilmis olan arastirmalara iligkin

bilgilere yer verilmistir.

Kanser

Kanser terimi genellikle kotii huylu tiimdrler ile iligkilendirilir. Kanser,
viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyerek viicudun diger bolgelerine
yayildig1 ve trilyonlarca hiicreden olugan insan ve hayvan viicudunun hemen her

yerinde baslayabilen bir hastaliktir (Papac, 2001).

Kanserin Tarihcesi

Kanser, tarih 6ncesi ¢aglardan beri insanlig1 etkiliyordu; ancak hizla artan
niifusla birlikte cevredeki artan kanserojenlerin varligi ile prevalansi belirgin bir
sekilde artt1 (Faguet, 2015)

Memelilerde kanserin en eski giivenilir kaniti, fosillesmis dinozorlarda
bulunan tiimor kiitleleri ve tarih dncesi ¢aglardan kalma insan kemiklerinden olugur.
Dinozorlardaki kanserin en ikna edici kanit1, 10.000’den fazla dinozor omuru
ornegini floroskopi ile tiimor kanit1 i¢in tarayan ve bilgisayarli tomografi (CT) ile
anormallikleri daha fazla degerlendiren yakin tarihli biiytlik 6lgekli bir calismadan
kaynaklanmaktadir (Rothschild vd., 2003)

Tarih 6ncesinden Antik Misir’a kadar olan siirecte ilk insan kanserine dair
kabul edilen ipuglari ile ilgili en eski yazili kayzt, 19. yiizyilda kesfedilen MO 1500-
1600 yillar1 arasinda doktor-mimar Imhotep tarafindan yazilan eski Misir
papiriislerindeki meme kanserine yapilan atiflardir. Insanlardaki en erken kanser
olusumlar;, M.O. 1500 yillarina dayanan Misir ve Peru mumyalarinda bulundu.
Bilimsel olarak belgelenmis en eski yayilmis kanser vakasi ise 2,700 y1l 6nce Giiney
Sibirya bozkirlarinda yasayan 40 ile 50 yaslarinda bir Iskit kralina aitti (Faguet,
2015; Rothschild vd., 2003) ta ki Odes ve arkadaslarinin bulusuna kadar. Odes ve
arkadaglar1 yaptiklari calisma ile Giiney Afrika’daki bir hominin kemiginde 1,7

milyon yillik bir osteosarkom bulundugunu ortaya koymuslardir. Modern



mikroskobik ve proteomik teknikler, yayilmis iskelet lezyonlarinin kanserli dogasini
ve bunlarin prostatik kdkenini dogrulamistir (Odes vd., 2016)

Antik Misir’dan Yunanistan ve Roma’ya kadar olan siire¢ incelendiginde ise
tibbin babasi olarak anilan Hipokrat (yaklasik MO 460-360), kitleler (onkos) iireten
hastaliklar1 tanimladi ve iyi huylu ve kotii huylu siireclere atifta bulunarak karkinos
ve karkinomas kelimelerini tiiretti. Romali doktor Aulus Cornelius Celsus (MO 25-
MS 50) ise cerrahi olarak rezeke edilebilir timdrlerin evrimini, ardindan yanit
vermeyen karsinomlarin (daha sonra karsinoma olarak adlandirdi) ve {ilserlerin kendi
haline birakilmasi gerektigini (Dr. Eduard Zeis, 1863) ¢iinkii eksize edilen
karsinomalarin niiksedecegini ve 6liime neden olacagini agikladi. Bergamali Roman
tip hekimi Galen’in topaklar ve biiylimeler siniflandirmasi ise hem kanserli hem de
kanserli olmayan tiimorlere 6zel olarak ayrilmis antik ¢agin ilk ve tek yazili
belgesidir. Galen, ¢ok ¢esitli tip disiplinlerine katkida bulunmanin yani sira, Hipokrat
ve kendi ilkeleriyle 1,500 y1l siirecek tiim tibbi bilgilerin temeli olarak Yunan ve
Roma tip diinyalar1 arasinda koprii kurdu (Faguet, 2015).

Roma’nin ¢okiisiinden sonra Orta Cag donemine (MS 500-1500) kadar olan
stirecte de bir¢ok bilim insan1 6nceki bilgiler 1s181nda kanserin farkli ¢esitlerini
arastirmis ve bilime katkida bulunmustur.

Orta Cag doneminden 2. Diinya Savasi’na kadar olan siiregte ise kanser
alaninda birgok yeni yaklasimlar denenmistir. Ornegin, ilk kez mastektomi bu
yillarda uygulanmistir. Ayni zamanda ilk kanser hastanesi 1740 yilinda Fransa’nin
Reims kentinde kurulmustur (Faguet, 2015) 1842°de Crawford W. Long (C. W.
Long, 1843) tarafindan anestezinin ve 1867’de Joseph Lister tarafindan asepsisin
kesfi (Lister, 1867) cerrahi tekniklerdeki iyilestirmeler, antibiyotiklerin, anestetik
ajanlarin ortaya ¢ikis1 ve gelistirilmis tibbi destek cerrahiyi erken evre kanser
tedavisinde On plana ¢ikarmig ve iyilesme oranlarini artirmistir. Bu yillarda birgok
bilim insan1 kanser alaninda yaptiklar1 buluslarla Nobel 6diilii kazanmiglardir.
Ornegin; Marie Sklodowska-Curie, radyum ve polonyumu kesfettigi icin 1911 Nobel
Kimya Odiilii'ne layik goriilmiistiir ve bununla birlikte tiimorleri ve bazi kanserleri
tedavi etmek i¢in radyum kullanmalar1 {izere klinisyenlerle ortak ¢alismis ve Paris
Universitesi’nde 1911 yilinda bu amagla Radyum Enstitiisiinii kurmustur (Mould,
1999).

Giliniimiizde kanser, diinya capinda 6nde gelen 61iim nedenlerinden biridir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) istatistiklerine gére, 2019 yilinda kanser, diinya



capinda 112 iilkede birinci veya ikinci, 23 iilkede ligiincii veya dordiincii sirada yer
almaktadir (Sung vd., 2021). 2019°da 10 milyondan fazla insan kanserden oliirken,
1990°da kanserden dolay1 6liimler bu sayimin yarisiydi. Yine 2019’da 23 milyon
insan kansere yakalanirken bu say1 1990’daki sayinin iki katindan fazladir (Lin vd.,
2021).

Genel olarak, kanser insidans1 ve mortalite yiikii diinya ¢apinda hizla
artmaktadir; bu hem niifusun yaslanmasini ve biiyiimesini hem de bir¢ogu
sosyoekonomik gelisme ile iligkili olan kanser i¢in ana risk faktorlerinin yayginligi
ve dagilimindaki degisiklikleri yansitir (Sung vd., 2021).

Kanserde Mortalite ve Morbidite. 2019 kanser verilerine gore 6liim orant
en yliksek kanserler trakea, brons ve akciger (TBL) kanseri, kolon ve rektum kanseri
ve mide kanseri oldu. Ayrica meme, pankreas, prostat, yemek borusu ve karaciger
kanserleri de yapilan arastirmaya gore en yliksek hastalik insidenslerine sahiptir (Lin
vd., 2021; Sung vd., 2021). Buna karsilik, ¢esitli kanserlerin 6liim oran1 azalmas,
Hodgkin lenfoma 1990°daki oranlarina kiyasla %44 ile en 6nemli azalmay1
gergeklestirmistir (Lin vd., 2021). Bu farkliliklar, farkli bolge ve iilkelerdeki niifus,
toplum, ekonomi, yasam tarzinin bir faktoriidiir. Bu faktdrlerin yaninda obezite ve
diyabet gibi ¢esitli hastaliklar da kanser tiirlerindeki mortalite ve morbidite
farkliligin1 olusturan diger faktorlerdir.

Cinsiyete Gore Kanser Tiirlerinin Mortalite ve Morbiditesi. Erkeklerde
kanserin morbidite ve mortalitesinin kadinlara gére 1,5 kat daha fazla oldugu
saptanmistir (Sung vd., 2021) Erkeklerde ve kadinlarda yaygin kanserlerin mortalite
ve morbiditesi de 6nemli 6lciide farklilik gosterir. 2019°da 5,5 milyondan fazla erkek
ve 4,3 milyon kadin kanserden 6ldii. Erkeklerde TBL kanserinin, en yiiksek hastalik
insidensini ve 6liim oranini olusturdugu ve bunun erkeklerdeki toplam 6liimlerin
%24,4’tinii olusturdugu hesaplandi. Erkeklerde yiiksek hastalik insidensi kaydeden
diger kanser tipleri kolon ve rektum kanseri, mide kanseri, prostat kanseri ve
0zofagus kanseri olmustur. Ayrica, bu kanser tipleri erkeklerde 6nemli 6l¢iide
yliksek 6liim oran1 da gdstermistir. Kadinlarda, en yiiksek 6liim oraninin meme
kanserinde goriildiigii ve bunun kadinlarda kanserle iliskili toplam 6liimlerin
%15,9’unu olusturdugu hesaplandi. TBL kanseri, kolon ve rektum kanseri, mide
kanseri ve rahim agzi1 kanseri de kadinlarda meme kanserinden sonra yiiksek
insidense sahip kanser tiirleri olarak saptandi (Lin vd., 2021; Lortet-Tieulent vd.,

2020; Sung vd., 2021).



Yas Dagilimlarina Gore Kanser Tiirlerinin Mortalite ve Morbiditesi.
Yapilan ¢aligmalarda 50 yasin tizerindeki kisiler, tiim yas gruplarinda vaka ve
Oliimlerin %85’inden fazlasini olusturdugundan, kansere yakalanma riski en ytiksek
olan grubun 50 yasin iizerindekiler oldugu saptandi. Ozofagus, mide, girtlak, TBL,
rahim, kolon ve rektum, safra kesesi ve safra yollari, pankreas, melanom disi cilt,
mezotelyoma, multipl miyelom ve bdbrek kanserlerinden 6len 50 yasin tizerindeki
kisilerin sayis1 her kanserin toplam 6liimlerinden %90°dan fazladir. Ayrica, 15-49
yas arasi1 niifusun %63,3’iiniin testis kanserinden 61diigii saptanmistir. Yapilan
caligmalarda Hodgkin lenfoma insidansi, 50 yasin altindaki bireylerde toplam
vakalarin %55,1’ini olusturan en yiiksek insidans olarak bulundu. 15 yas alt1
cocuklarda kanser dliimlerinin sayisi diisiik, toplam 6liimlerin yaklasik %1 ini
olusturdugu ve ¢ocuklarda yetiskinlerden daha az kanser tiirti oldugu yine yapilan
calismalarla bulunmustur (Lin vd., 2021).

Farkh Ulke ve Bélgelere Gore Kanser Tiirlerinin Mortalite ve Morbiditesi.
Yapilan caligmalarda kiiresel olarak, Cin, 2,71 milyon ile en fazla kanser 6liimiiyle
kayitlara gegerken onu sirasiyla 930 bin ve 760 bin ile Hindistan ve Amerika Birlesik
Devletleri izlemektedir. Ayrica, Kanada ve USA en yiiksek hastalik insidansina
sahipken, Gronland, Yeni Zelanda, Avustralya ve Monako’daki insidans bu iilkelerin
yarisi kadar oldugu bulunmustur. Banglades ve Nijer ise en diisiik morbidite
oranlarini gostermislerdir. Sonuglar, cogu iilke ve bolgenin hastalik insidansinin
artan bir egilime sahip oldugunu gostermistir. En biiyiik artis %112,8 ile Kanada’da
bulunmus ve bunu Suudi Arabistan, Liibnan, Cabo Verde, Lesoto, Dominik
Cumhuriyeti ve Kibris %50 nin iizerindeki artiglari ile izlemistir. Kanser tiirleri
incelendigi zaman ise mide kanseri, TBL kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri,
kolon ve rektum kanseri ¢cogu iilke ve bolgede en yiiksek morbiditeyi gosterdi. Meme
kanseri sirasiyla en fazla Hollanda ve Amerika Birlesik Devletleri’nde, mide kanseri

ise en fazla Cin’de goriilmiistiir (Cao vd., 2021; Lin vd., 2021).

Karsinogenez Hakkinda Genel Bilgi

Herhangi bir anormal yeni doku biiyiimesi, dogas1 geregi iyi huylu veya kotii
huylu olabilir ve neoplazma/tiimor olarak adlandirilir. Kanser terimi genellikle koti
huylu tiimérlerle iliskilendirilir. Tiimorler viicuttaki herhangi bir organda ortaya
c¢ikabilir ve biiylimenin yerine bagh olarak farkli klinik 6zelliklerle sonuglanabilir

(Quail & Joyce, 2013).



Kanser klonal kokenlidir, tek bir anormal hiicre, genellikle ¢coklu genetik
degisikliklerle, bir tiimdr olusturan bir hiicre kitlesi haline gelmek icin ¢ogalir. Doku
mikro ¢evresi meydana gelen siirecleri etkiler. Bu etkilerin tam dogas ilgili hiicre
tiplerine, hiicreler arasi etkilesimlere ve parakrin sinyaller, lokal hipoksi ve pro-
enflamatuar yanitlar gibi faktorlerin varligina gore degisebilir (Quail & Joyce, 2013).
Bu nedenle karsinogenez, normal hiicreleri habis hiicrelere doniistiiren ¢ok adimli bir
stirectir (Weston & Harris, 2003).

Hiicre mutasyona ugradiginda, bir tiimoriin gelismesiyle sonuglanabilecek
baslica dort gen sinifi vardir. Bunlar protoonkogenler, tiimdr baskilayici genler,
deoksiriboniikleik asit (DNA) onarim genleri ve apoptozu diizenleyen genlerdir
(Alhmoud vd., 2020).

Genel olarak, timdr olusumuyla sonuglanan {i¢ sinif kanserojen vardir.
Bunlar; radyant enerji, kimyasallar ve baz1 onkojenik viriislerdir. 1k ikisi DNA’da
mutasyonlara neden olur ve {i¢iincii sinif genellikle yeni genleri normal hiicre gibi
gostererek etki eder (Chen vd., 2014).

Ultraviyole 1sinlar1, X-1s1nlar1 ve y-1sinlart mutajenik ve kanserojendir.
Kapsamli aragtirmalar, bu ajanlarin, ¢esitli sekillerde DNA’ya zarar verebilecegini
gostermistir. Ek olarak, X 1sinlar1 ve y 1s1inlari, mutajenik olan ve muhtemelen
radyant enerjinin kanserojen etkilerine katkida bulunan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu indiikleyebilir (Chatterjee & Walker, 2017).

Cok ¢esitli kimyasal bilesikler (aromatik aminler, aflatoksin, nitrozaminler,
vinil kloriir, arsenik gibi) kanserojendir. insan kanserlerinin %80’inin basta
kimyasallar olmak tizere ¢evresel faktorlerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir
(Lewandowska vd., 2019). Genel olarak, ¢ogu kimyasal karsinojenin DNA’y1
kovalent olarak degistirdigi ve boylece ¢ok ¢esitli niikleotit eklentileri olusturdugu
arastirilmistir (Hang, 2010). DNA’daki hasarin boyutuna ve DNA onarim sistemleri
tarafindan onarilmasina bagli olarak, DNA’da ¢esitli mutasyonlar, bir hayvanin veya
insanin, bazilar1 kanser gelisimine katkida bulunan kimyasal karsinojenlere maruz
kalmasindan kaynaklanir (Barnes vd., 2018).

Tilimor viriislerinin incelenmesi, kanserin anlagilmasina ¢ok 6nemli katkilarda
bulunmustur. Ornegin hem onkogenlerin hem de tiimér baskilayict genlerin kesfi,
onkojenik viriislerle ilgili caligmalardan ortaya ¢ikmistir. Hem DNA hem de
riboniikleik asit (RNA) viriislerinin insanlarda kansere neden olabildikleri tespit

edilmistir. Genel olarak, viriislerin genetik materyali, konakg1 hiicrenin genomuna



dahil edilir. RNA viriisleri s6z konusu oldugunda bu, viral RNA’nin viral DNA’ya
ters transkripsiyonundan sonra gergeklesir. Viral DNA’nin konak¢1t DNA ile bu tiir
bir entegrasyonu, hiicre dongiisiiniin diizensizlesmesi, apoptozun inhibisyonu ve
hiicre sinyal yolaklarinin anormallikleri gibi ¢esitli olaylarla sonuglanir. DNA
viriisleri siklikla, timor baskilayict genler tiimdr Protein 53 Geni (p53) ve
retinoblastoma proteininin (RB) ve bunlarin protein iiriinlerinin ekspresyonunu
ve/veya fonksiyonunu agagiya dogru diizenleyerek hareket eder. RNA viriisleri
genellikle genomlarinda onkogenler tasimaktadir (Chen vd., 2014).

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler kansere neden olmada anahtar rol
oynamaktadir. Son 30 yilda, kanser hiicrelerinin nasil gelistigini ve biiyiidiiglinii
anlamada biiyiik ilerlemeler kaydedildi. iki 6nemli bulgu, onkogenlerin ve timor
baskilayict genlerin kesfiydi (Lyu vd., 2020).

Onkogenler ve tiimor baskilayici genlerin aktivite kaybi, hiicre biiylimesini
kansere dogru yonlendirir. Onkogenler, kanser hiicrelerinin biiyiimesini saglayabilen
cesitli proteinleri kodlar. Onkogenler protoonkogenlerden tiiremistir. Tiimor
baskilayict genler ise normalde hiicre biiylimesini baskilayan, ancak mutasyonlar
tarafindan degistirildiginde inaktive olan proteinleri kodlar (Chial, 2008).

Tiimdr hiicreleri, hayatta kalmalar1 ve besin kaynagi saglamalar icin yeterli
bir kan kaynagina ihtiya¢ duyar (Lugano vd., 2020). Anjiyogenez, 6nceden var olan
damar sisteminden yeni kan damarlarinin olusum ve yayilma siirecidir. 1-2 mm’den
biiylik kat1 tiimdrlerin nekrotik hiicre 6liimiinden kaginmak i¢in kendi kan
kaynaklarimi gelistirmeleri gerekir (Nishida vd., 2006). Hem tiimor hiicrelerinin hem
de tiimorleri ¢evreleyen dokulardaki hiicrelerin, yeni kan damarlarinin biiyiimesini
uyaran anjiyogenik faktorler salgiladigi bulunmustur. Bu anjiyogenik faktorler Pro-
ve Anti-anjiyogenik faktorlerdir. Pro-anjiyogenik faktorler, ana anjiyogenez
aktivatoriinii temsil eder. Bu pro-anjiyogenez faktdrlerinden bazilari, bes tip
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) (VEGF-A-> VEGF-E), doniistiiriicii
bliytime faktorleri a ve B (TGF- a ve TGF- ), TNF-a’dir. Anti-anjiyogenik faktorler
ise kan damar biiylimesini engeller. Buna verilecek bazi 6rnekler ise; Anjiyostatin,
Endostatin ve IL’ler (IL-1B)’dir (Chial, 2008; Nishida vd., 2006).

Metastaz karsinogenezisin en ciddi basamagi olarak kabul edilmektedir.
Kansere bagli 6liimlerin yaklagik %90’ 1min metastazdan kaynaklandigi yapilan

caligmalarla gosterilmistir. Kanserin yayilmasi genellikle lenfatikler veya kan



damarlar1 yoluyla olur. Metastaz karmasik bir siirectir ve molekiiler temelleri heniiz
tam olarak aydinlatilmamistir (Sekil 1) (Welch & Hurst, 2019).

Bir¢ok kanser hiicresinin 6nemli bir 6zelligi, ¢esitli proteinazlar1 hiicre dist
matriksine (extracellular matrix: ECM) salabilmeleridir. Dort ana proteinaz
siifindan (serin, sistein, aspartat ve metallo) kanserde metale bagimli (genellikle
¢inko) enzimlerin ¢ok biiylik bir ailesini olugturan MMP’ler ilgili ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Bir dizi ¢alisma, tiimoérlerde MMP-2 ve MMP-9 (jelatinazlar olarak da
bilinir) gibt MMP’lerin aktivitesinde artis oldugunu gostermistir. Bu enzimler, bazal
membrandaki ve ECM’deki kollajen ve digerleri gibi proteinleri parcalayarak timor
hiicrelerinin yayilmasini kolaylagtirabilir (Vizovisek vd., 2021).

ECM metastazda 6nemli bir rol oynar. Kanser hiicreleri ve ECM hiicreleri
arasindaki sinyal mekanizmalariyla iletisim olduguna dair ¢alismalar vardir.
ECM’deki hiicre tipleri de metastazi etkileyebilir. Yukarida belirtildigi gibi,
ECM’deki proteinleri parcalayan proteinazlar, kanser hiicrelerinin yayilmasini
kolaylastirabilir. Ek olarak ECM, tiimor davranisini etkileyebilecek ¢esitli biiyiime
faktorleri icerir (Poltavets vd., 2018).

Sekil 1

Metastaza Giden Yol

Cevresel Faktdrler: = | Normal Hiicre

# Kimyasal I
¥ Radyasyon
> Biyolojik DNA Zedelenmesi
o Kalitsal Mutasyonlar:
DNA Onarim Yetersizligi |~ » DNA Onarim Genleri
¥ Apoptoz Genleri
-
Hiicre Genomunda Mutasyon
/ e N/
Onkogen Tum_orBa.skllaylu Apoptoz Gen
Aktivasyou Gerikakidsjoni Degisiklikleri

h 4 v
KontrolsiizHiicre

Cogalmast Apoptozunazalmasi

> Kional Gelisme /
h 4
Timor
Progresyonu

X .
MALIGN TUMOR ey INVAZYON ve Metastaz

Kanser hiicreleri, genellikle "kanserin ayirt edici 6zellikleri" olarak
adlandirilan belirli temel 6zelliklerle karakterize edilir (Sekil 2). Kanserin ayirt edici

ozellikleri ilk olarak 2000 y1linda Hanahan & Weinberg tarafindan tanimlanmis ve
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2011 yilinda ayn bilim insanlar tarafindan gézden gegirilip glincellenmistir. Bunlar;
(D) proliferatif sinyalin siirekli siirdiiriilmesi, 2000 (II) biiyiime baskilayici
sinyallerden kagma, 2000 (III) 6liimsiizliik/apoptoza direng, 2000 (IV) siirekli
replikasyon, 2000 (V) anjiyogenez indiiksiyonu, 2000 (VI) invazyon ve metastaz
2000, (VII) enerji metabolizmasini degistirme, 2011 (VIII) immun yikimlanmadan
kaginma, 2011 (IX) genomik kararsizlik ve mutasyonlar, 2011 (X) kanserlesmeyi
destekleyen iltihaplanma, 2011 (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Sekil 2
Kanserin Ayt Edici Ozellikleri (Hanahan & Weinberg, 2011)

Blylime
Proliferatif baskilayici
sinyalin strekli sinyallerden
sirdurulmesi kacma
Enerji Immun
metabolizmasini a Q ikimlanmadan
degistirme kacinma

Sarekli
apoptoza replikasyol
direng

Genomik Kanserlesmey
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar iltihaplanma

Anjiyogenez invazyon ve

indUksiyonu metastaz

Kanser Tedavilerinin Tarihgesi: Kemoterapi

II. Diinya Savas1 sirasinda, askeri harekatin oldugu zaman hardal gazina
maruz kalan donanma personelinin, kan ve kemik iligi hiicrelerinin toksik
degisikliklere sahip oldugu bulundu. Ayni donemde Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) Ordusu, savas icin daha etkili maddeler gelistirmek ve ayrica koruyucu
onlemler gelistirmek i¢in hardal gaziyla ilgili bir dizi kimyasal iizerinde ¢alisiyordu.
Bu ¢alisma sirasinda nitrojen hardal adi verilen bir bilesik tizerinde calisildi ve
lenfoma adi verilen lenf diiglimleri kanserine karsi ¢alistigi bulundu. Bu ajan,

DNA’larina zarar vererek hizla biiyiiyen kanser hiicrelerini 6ldiiren uzun bir dizi
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benzer ancak daha etkili ajanlar (alkile edici ajanlar olarak adlandirilir) i¢in model
gorevi gordii (Papac, 2001).

Nitrojen hardalinin kesfinden kisa bir siire sonra, Boston'dan Sidney Farber,
folik asit vitamini ile ilgili bir bilesik olan aminopterinin akut 16semili ¢ocuklarda
remisyon sagladigini gosterdi. Bu ilag, gliniimiizde yaygin olarak kullanilan bir
kanser tedavisi ilac1 olan metotreksatin atasiydi. O zamandan beri, diger
arastirmacilar hiicre biiylimesi ve replikasyonundaki farkli islevleri engelleyen
ilaglar1 kesfettiler. Kemoterapi donemi baslamist1 (Pérez-Herrero & Fernandez-
Medarde, 2015).

Metastatik kanser ilk olarak 1956°da koriokarsinom ad1 verilen nadir bir
tiimori tedavi etmek icin metotreksat kullanildiginda tedavi edildi. Yillar gegtikee,
kemoterapi ilaglar1 kanserli bir¢ok insan1 basariyla tedavi etmistir. Kemoterapi ile
tedavi edilen Hodgkin hastalig1 ve ¢ocukluk cag1 akut lenfoblastik 16semi olan birgok
hastanin uzun vadeli remisyonlari ve hatta iyilesmeleri ilk kez 1960°’larda bildirildi.
Oniimiizdeki on yilda testis kanserinin tedavisi goriildii. Diger bircok kanser, tedavi
edilmeseler bile kemoterapi ile uzun stire kontrol altina alinabilir. Bugiin, aktiviteyi
tyilestirmek ve kemoterapinin yan etkilerini azaltmak i¢in ¢esitli yaklagimlar
mevcuttur. Bunlar: Yeni ilaglar (yeni ilag kombinasyonlar1 ve yeni dagitim
teknikleri), daha az yan etki iiretmek i¢in ilaglar1 daha spesifik olarak kanser
hiicrelerine (lipozomal terapi ve monoklonal antikor tedavisi gibi) hedefleyen yeni
yaklasimlar, koloni uyarici1 faktorler, kemoprotektif ajanlar (deksrazoksan ve
amifostin gibi) ve anti-emetikler (bulant1 ve kusmay1 azaltmak i¢in) gibi yan etkileri
azaltan ilaglar, coklu ila¢ direncini asan ajanlar (kanser olagan tedavi ilaglarina yanit
vermediginde) olarak gosterilmistir (Papac, 2001; Pérez-Herrero & Fernandez-
Medarde, 2015).

20. ylizy1lin baslarinda, yalnizca ameliyatla tamamen ¢ikarilabilecek kadar
kiiclik ve lokalize olan kanserler tedavi edilebiliyordu. Daha sonra, cerrahi olarak
c¢ikarilmayan kii¢iik tiimor bliylimelerini kontrol etmek i¢in ameliyattan sonra
radyasyon kullanildi. Son olarak, cerrahin ve radyoterapistin ulagamayacagi yere
yayilmis kiigiik timor biiylimelerini yok etmek i¢in kemoterapi eklendi. Ameliyattan
sonra viicutta kalan kanser hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilan kemoterapiye
adjuvan tedavi denir. Adjuvan tedavi ilk olarak meme kanserinde denendi ve etkili
oldugu bulundu. Daha sonra kolon kanseri, testis kanseri ve digerlerinde kullanild1

(Arruebo vd., 2011; Tohme vd., 2017).
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Biiyiik bir kesif, coklu kemoterapi ilaglarinin (kombinasyon kemoterapi
olarak bilinir) tek ajanlara gore kullanilmasinin avantajiydi. Bazi ¢ok hizli biiyliyen
l6semi ve lenfoma tiirleri (sirasiyla kemik iligi hiicrelerini ve lenf diigiimlerini iceren
tiimorler) kombinasyon kemoterapisine ¢ok iyi yanit verdi ve klinik deneyler,
kullanilan ilag kombinasyonlarinin kademeli olarak iyilestirilmesine yol acti. Bu
tiimorlerin birgogu giiniimiizde uygun kemoterapi kombinasyonlari ile tedavi
edilebilmektedir (Mokhtari vd., 2017).

Kemoterapotik ilaglar, esas olarak kanser hiicrelerinin hizli ¢ogalmasini
onleyen toksik bilesiklere dayanmaktadir ve sa¢ koklerinin, kemik iliginin ve mide-
bagirsak sistemi hiicrelerinin bakimi i¢in gerekli olan hizli bityiimeyi de
engellemektedir (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). Kemoterapinin
bunlarin yaninda diyare, kusma, mukozit, immun sistemin zayiflamasi gibi de ¢ok
yaygin yan etkileri bulunmaktadir. Bunlar1 en aza indirgemek i¢in giiniimiizde ¢ok
sayida arastirmalar yapilmaktadir (Nurgali vd., 2018; Quidde vd., 2018).

Cok sayida yan etkilere sahip sitotoksik bir kemoterapotik ila¢ olan CPT-11
ise gliniimiizde bir¢ok kanser ¢esidinin tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir ve
ayni1 zamanda yapmis oldugu yan etkilerinden dolay1 da glinlimiiziin 6nemli ve ilgi

¢eken ¢alisma konularindan biridir.

Irinotekan (CPT-11)

[rinotekan iizerinde en ¢ok ¢alisilan topoizomeraz I inhibitdrlerinden biridir
(Kciuk vd., 2020). Cin agac1t Camptotheca acuminata’dan izole edilen kamptotesin
alkaloidinin (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]-karboniloksikamptotesin)
(CPT-11) yar sentetik, suda ¢oziiniir bir tiirevidir (Sekil 3). 11k olarak 1994 yilinda
Japonya’da kanser tedavisinde, ardindan 1996 yilinda ABD’de kullanilmaya baglandi
(Bailly, 2019; Pommier, 2013). Basta kolon ve pankreas kanserleri olmak tizere
akciger, gastrik, ovaryum ve servikal gibi ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in
kullanilmistir (Makiyama vd., 2018; Musa vd., 2017; Rothenberg, 2001; Yang vd.,
2015). CPT-11, suda ¢oziiniirliigiine katkida bulunan bis-piperidin yan zinciri ile
saglanan pentasiklik bir alkaloiddir. Diger kamptotesinlere benzer sekilde, irinotekan
da hiicresel ortamin fizyolojik pH’1na bagli olarak yapisal degisikliklere ugrar.
Irinotekanin lakton yapisal formunda aktif oldugu ancak hiicre zarlar1 boyunca
gecirgen olmadigi ve bu nedenle karboksilat formunda aktif olmadigi

diisiiniilmektedir (Bailly, 2019).
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Sekil 3

CPT-11"in Kimyasal Yapisi
(https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Irinotecan)

Topoizomerazlar

Topoizomerazlar (Topo), replikasyon ve transkripsiyon sirasinda uygun DNA
topolojisinin korunmasinda yer alan niikleer enzim sinifidir (Durand-Dubief vd.,
2011). Tekli (tip I topoizomerazlar) veya ¢ift sarmall1 (tip II topoizomerazlar)
kirilmalarin eklenmesi, asirt sarmal DNA’nin gevsemesine ve etkili bir sekilde bir
sablon gérevi gérmesine izin verir. Iki tip topoizomeraz ayrica yapisal, mekanik ve
evrimsel hususlara gore tip 1A, IB, IC, IIA ve IIB enzimlerine boliinebilir (Bush vd.,
2015). Yapisal olarak, tip I topoizomerazlar monomerik proteinlerdir, tip II
topoizomerazlar ise homodimerler olarak ¢alisir. Topoizomerazlar, enzimin aktif
merkezindeki bir tirozin rezidiisiiniin DNA zincirinin bir fosfor grubu ile baglandig:
kontrollii ve geri doniisiimlii transesterifikasyon reaksiyonunu katalize eder.

Tip IA enzimleri, tirozini aktif kisma kovalent olarak baglar. DNA’nin 5°-
fosforil grubuna merkezlenir ve “iplik gegisi” ad1 verilen bir mekanizmada ¢alisir
(Ahmad vd., 2017). Tersine, IB ve IC topoizomerazlari ise, tirozini DNA
molekiiliiniin 3’-fosforil grubuna “kontrollii doniis” mekanizmasiyla baglar (Koster
vd., 2005). Tip II enzimler ise hedef DNA molekiiliiniin her iki ucunu da baglar. Bu
reaksiyonu DNA kirilma olusumu takip eder. Tip II topoizomerazlar, ¢ift sarmalli

kirilmalar baglatir ve olusan kirilmalardan bagka bir DNA dupleksini gegirir
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(Dorman & Dorman, 2016), topoizomerazlar I’in etki mekanizmasinda ise, diger
DNA sarmali, yeniden ligasyon isleminden dnce yukarida bahsedilen, ortaya ¢ikan
kirilma yoluyla aktarilir (Bush vd., 2015). Gegici olarak ortaya ¢ikan zincir
kiriklarinin stabilizasyonunun, kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan etkili bir terapotik

strateji oldugu kanitlanmistir (Teicher, 2008).

Topoizomeraz Inhibitorleri

Topoizomeraz inhibitorleri, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
bilesiklerdir. Topoizomeraz etkisini inhibe etmek i¢in kullanilabilecek birkag
molekiiler mekanizma vardir. Ilki, substrat rekabet edebilirligine dayanmaktadur.
Inhibitdr bir bilesik, dogrudan enzimin aktif bdlgesine baglanarak dogal substrat
baglanmasini dnler. Simdiye kadar, bdyle bir bilesik tanimlanmamustir. Ikincisi,
protein, DNA ve uygun bir sekilde "topoizomeraz zehiri" olarak adlandirilan
topoizomeraz inhibitrii arasindaki etkilesimlere dayanir. inhibisyon, DNA
religasyonu blokajina ve boliinme komplekslerinin olusumuna neden olur. Son olasi
mekanizma, ATP hidrolizinin 6nlenmesine baglidir. Bu inhibisyon, kiiciik bir
molekiiler inhibitoriin DNA topoizomerazlarinin ATP baglanma bolgesine

baglanmasi yoluyla saglanir (Bisacchi & Manchester, 2015; Nitiss, 2009).

CPT-10’in Etki Mekanizmasi

CPT-11, karacigerde, hiicre i¢i karboksilesteraz enzimleriyle hidrolize olur ve
SN-38 olarak adlandirilan aktif metabolitine doniistiiriiliir (Lee vd., 2019).
Karboksilesterazlar, uzun zincirli yag asitlerini monogliseritlere ayirir ve esas olarak
hepatositlerin ve bagirsak mukozal hiicrelerinin mikrozomal fraksiyonunda ve ayrica
serumda saptanir. SN-38’in, CPT-11"den en az 100 kat daha sitotoksik ajan oldugu
kanitlanmistir (Ohtsuka vd., 2003).

CPT-11 etkisini topoizomeraz- I (Topo- I) enzim inhibitdrii olarak gosterir.
CPT-11"in topoizomeraz enzimlerini inhibisyonu ise “topoizomeraz zehiri” olarak
adlandirilan mekanizma ile protein, DNA ve topoizomeraz inhibitorii arasindaki
etkilesimle olur (Kciuk vd., 2020). CPT-11 topoizomeraz I-DNA kompleksine
baglanir ve DNA iplikg¢iklerinin yeniden birlesmesini engeller (Sekil 4). Bu iicli
kompleksin olusumu, ilerleyen replikasyon c¢atallariyla ¢arpigsmasi, ¢ift sarmalin

kopmasiyla sonuglanir. (Stenvang vd., 2013). Bu, DNA hasar1 kontrol noktasi
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sinyallesmesine, replikasyon catalinin durmasina ve hiicre 6liimiine katkida bulunur
(Xu & Villalona-Calero, 2002).

ATM—-CHK2-p53, CPT-11 tedavisine yanit olarak hiicrelerde aktive olan ana
sinyal iletim yoludur. Topoizomeraz I inhibitorlerinin en etkili 6zelligi, hiicresel
topoizomeraz konsantrasyonundaki artigla ayn1 zamanda enzim inhibisyonundaki
doza bagl artisla kendini gosterir. Bu nedenle, hiicrelerin topoizomeraz
inhibitorlerine duyarlilif1 esas olarak hiicre i¢indeki topoizomeraz konsantrasyonuna
baghdir. Ayrica, topoizomeraz I ekspresyonunun kolon kanseri hiicrelerinde, timorii
cevreleyen normal hiicrelere gore 14-16 kat daha yiiksek olabilecegi gosterilmistir

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

Sekil 4

Uclii Irinotekan-Topoizomeraz I-Centikli DNA Kompleksi. CPT-11 (kirmizi) ile DNA

molekiiliine (sari) bagh topoizomeraz I'in (mavi) inhibisyonu (Kciuk vd., 2020)

Topoizomeraz- | inhibitorii (SN-38) iceren tiglii irinotekan-topoizomeraz I-
centikli DNA kompleksi, ¢entikli sarmalin yeniden ligasyonunu devre dis1 birakir ve
topoizomeraz salinimini onler (Sekil 5). Olusan kompleksin ilerleyen replikasyon
catallariyla carpigmasi, ¢ift sarmal kirilmalarinin (DSB’ler) olugsmasina neden olur.
Bunu, DNA hasar yanit1 (DDR) sinyali ve apoptoz diizenleyici (BAX), forbol-12-
miristat-13-asetat kaynakli protein 1 (NOXA) veya p53 gibi pro-apoptotik genlerin
diizenlenmis apoptoz modiilatorii (PUMA) gen ekspresyonu takip eder. Ayrica, Bel-2
benzeri protein 1 izoform proteininin (BCL-xL) asag1 regiilasyonu, BAX ve Bcl-2

homolog antagonistinin (BAK) mitokondriyal membrana gomiilmesine ve sitokrom
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C’nin (cytC) salinmasina ve gdzeneklerin olusumuna izin verir. Prokaspazin kaspaz
9’a (Casp-9) aktivasyonu, proteolitik boliinmeye ve prokaspaz 3’iin apoptozu

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

Sekil 5
CPT-11 Tarafindan Uyarilan Hiicre Oliimii Mekanizmalar: (Kciuk vd., 2020)

Topoizomeraz |-DNA
kovalent kompleks
olugumu

Topoizomeraz |
inibitéri (SN-38)
-

ARV

l

Uclit kompleks olusumu ve ilerleyen replikasyon catal ile garpisma,
DNA ¢ift sarmal kirilmasi (DSB) olusumuyla sonuclanir

;

- APOPTOZ
}

m Procasp-3 Casp-3

VBl \\/‘.

A ! AK
> | \ | | AX .
P53 aktivasyonu pro-apoptotik genlerin (BAX, 9

CYTC Apaf-1 Procaspase

NOXA, PUMA gibi) transkripsiyonel indiiksi- Vo APOPTOZOM
yonuna sebep olur.

CPT-11’in Metabolizmasi, Farmakokinetigi ve Toksisitesi

CPT-11, kan plazmasinda karaciger tarafindan karboksilesteraz doniistiiriicii
enzim ve biitirilkolinesteraz enzim tarafindan hidroliz ile aktif metabolit etil-10
hidroksi-kamptotesine (SN-38) doniistiiriilen bir 6n ilagtir (Guemei vd., 2001). Daha
sonra SN-38, 1B1 polipeptidi tarafindan karacigere taginir ve mikrozomal {iridin 50-
difosfo-glukuronosiltransferaz enzimleri tarafindan etkisiz hale getirilir. Diger

hepatik olmayan UGT enzimleri SN-38’1 safra ile salgilanan glukuronide (B-



17

glukuronid konjugati) (SN-38G) doniistiiriir. Glukuronidasyon, SN-38’in polaritesini
biiyiik 6l¢iide artirarak ilacin viicuttan atilmasini destekler (Li vd., 2018).

[lacin metabolizmasi karmasiktir. CPT-11, sitokrom P-450 enzimleri
tarafindan verimli bir sekilde metabolize edilir. Bu da CPT-11’in daha az aktif olan
diger metabolitlerinin olugsmasina neden olur. Bagirsak mikrobiyotasi, SN-38G’nin
SN-38’e parcalanmasini katalize eden B-glukuronidaz iiretimiyle irinotekan
metabolizmasina katilabilir. SN-38’in glukuronid formu disindaki irinotekan
metabolitleri disk1 ile elimine edilir (de Man vd., 2018). Irinotekan eliminasyon
oranlari, ilag klirensini etkileyen cesitli faktdrlerle oldukca degiskendir. Irinotekan
farmakokinetigi yas, cinsiyet, doz, uygulama zamanlamasi veya hepatik fonksiyona
gore degisebilir.

Bahsedilen faktorlerin bazilarinin toksisite iizerinde etkili oldugu
bildirilmistir. En sik karsilagilan yan etkilerden biri olan nétropeni(hastalarin %18-
54°1i), kadinlarda erkeklerden daha sik goriiliir (de Man vd., 2018). Notropeni ve
siddetli gecikmis diyare, irinotekan tedavisini sinirlayan sirasiyla hematolojik ve
gastrointestinal toksisitenin baslica semptomlaridir. Bir¢ok vaka, irinotekan
tedavisinin steatohepatit gelisimine de yol acabilecegini gostermektedir (Bao vd.,
2019; Vauthey vd., 2006). CPT-11’in tedavi siirlayici bu yan etkilerinden dolay1

gilinlimiizde bu konuyla ilgili ¢alismalar popiilerligini artirmis ve 6nem kazanmastir.

N-Asetilsistein (NAC)

N-Asetilsistein (NAC), FDA tarafindan onaylanmis ve WHO tarafindan da
asetaminofen (parasetamol) doz asimi tedavisinde yaygin olarak kullanimi kabul
edilmis ve solunum yolu hastaliklarinda temel bir mukolitik ajan olarak taninmis bir
ilagtir (Tardiolo vd., 2018). ABD, Kanada ve Avustralya dahil olmak iizere bazi
tilkelerde, NAC genellikle antioksidan 6zelliklere sahip ve bir nutrasétik olarak
biiyiik ticari ilgiye sahip recetesiz bir besin takviyesi olarak mevcuttur (Ooi vd.,
2018). NAC’1n birincil roli, hiicresel redoks dengesizliginin korunmasini
destekleyen antioksidan ve anti-enflamatuar aktivitesi ile iliskilidir. Bu nedenle
terapotik potansiyeli, oksidatif stresi etiyolojisine ve ilerlemesine baglayan bir dizi
hastalikla ilgilidir. NAC’1n olumlu etkilerini arastirmaya yonelik ilgi giderek
artmaktadir. Bu ilgi, giiclii bir hiicre koruyucusu olmasinin yani sira ayn1 zamanda
diisiik maliyetiyle iligkili giivenlik, absorpsiyon ve biyoyararlanim ile ilgili

ozelliklerinden de kaynaklanir (Dodd vd., 2008; Ooi vd., 2018).
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Hayvan calismalari, NAC’1n, gecici serebral iskeminin neden oldugu beyin
hasarinin iyilestirilmesi (Cuzzocrea vd., 2000), enfeksiyon durumunda agr1 ve
iltihaplanma y6netimi (Crupi vd., 2020) ve tiroidin morfoloji restorasyonu (Poncin
vd., 2010) dahil olmak {izere farkli kosullar altinda oksidatif strese ve iltihaplanmaya
kars1 enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunun azalmasi yoluyla gii¢lii bir koruyucu

etkisi oldugunu gostermistir (Tendrio vd., 2021).

NAC’in Biyoyarlanimi, Farmakokinetigi ve Yan Etkileri

NAC oral, intravendz veya inhalasyon yoluyla uygulanabilir, genellikle
giivenlidir ve yliksek dozlarda bile iyi tolere edilir (Bavarsad Shahripour vd., 2014).
Oral olarak, salinan sisteinin ¢ogunu glutatyon (GSH) sentezine yonlendiren
karaciger tarafindan hizli bagirsak emilimi ve metabolizmasindan muzdariptir
(Rushworth & Megson, 2014).

Serbest NAC’1n biyoyararlanimi ¢ok diisiiktiir (<%10) ve bozulmamig
molekiiliin yalnizca kiigiik bir miktar1 plazmaya ve dokulara ulasir. Ek olarak,
NAC’1n plazmada (oksitlenmis, indirgenmis ve proteinlere bagli) bulunabilmesinin
cesitli yollar1 nedeniyle, farmakokinetigi (FK) heniiz tam olarak anlagilmamustir.
NAC, bir disiilfite, N,N'-diasetilsistine oksitlenebilir ve diger diisiik molekiiler
agirlikli tiyollerle reaksiyon yoluyla hala karisik disiilfidler {iretir. Tam
metabolizmalarindan sonra, sistein, sistin, inorganik siilfat ve glutatyon iiretilen
birincil metabolik tiriinlerdir (Olsson vd., 1988).

NAC’1n yan etkileri hafif ile siddetli arasinda degisir ve kullanilan
formiilasyona ve doza baglidir, ancak tibbi kayitlarin kapsamli bir incelemesi,
intraven6z ve oral NAC’1in minimum yan etkilerle iligkili oldugunu gostermistir. Oral
uygulamada en yaygin yan etkiler, hastalarin %23’iine varan oranlarda ortaya ¢ikan
mide bulantis1 ve kusma gibi gastrointestinal semptomlardir. Intravendz

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

NAC’in Etki Mekanizmast

NAC, amino asit L-sistein i¢in asetillenmis bir 6ncii olarak hareket eden bir
tiyoldiir; bir elektron vererek cesitli radikalleri indirgeyebilir veya bir veya iki
elektron vererek bir niikleofil gibi davranir (Sekil 6). Stilfidril fonksiyonel grubu (—
SH) art1 amino grubuna (NH>) bagh bir asetil grubu (-COCH3) tarafindan
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olusturulan kimyasal yapisi, dogrudan ve dolayli antioksidan etki ve mukolitik etki

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

Sekil 6

NAC"'in Kimyasal Yapist
(https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetylcysteine)

NAC'nin dogrudan antioksidan aktivitesi, serbest tiyol grubunun reaktif
oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ile reaksiyona girme yeteneginden
kaynaklanmaktadir (Pei vd., 2018).

Deneysel kosullar altinda NAC, nitrik oksidin (*NO) indirgenmis ve
protonlanmig formu olan nitroksile (HNO) ek olarak, hidroksil radikali (*OH),
nitrojen dioksit (*°NO3), karbon trioksit iyonu (COz*—) ve tiyl radikali (RS¢) ile hizla
reaksiyona girer. Radikal anyon siiperoksit (O2+—), hidrojen peroksit (H202) ve
peroksinitrit (ONOO-) ile reaksiyonlar gorecelidir (Samuni vd., 2013).

Deneysel caligmalar diger tiyoller gibi, NAC’1n de serbest tiyolii araciligiyla
gecis metalleri; bakir (Cu®") ve demir (Fe*") gibi, agir metaller; kadmiyum (Cd*"),
civa (Hg?") ve kursun (Pb%") gibi aktif redoks metal iyonlarina baglanabilecegini ve
viicut tarafindan kolayca atilan kompleksler olusturabilecegini géstermektedir (Pei
vd., 2018).

NAC, toksisite durumlarinda metal iyonlarinin seviyelerini azaltabilse de
(Kasperczyk vd., 2016) selatlama 6zelliklerini degerlendiren klinik ¢alismalar
sinirlidir. NAC’1n potansiyel bir selator olarak islev goriip gormedigi veya bulunan

faydalarin agirlikh olarak, sistein (L-y-glutamyl— L -cysteinyl—glycine) i¢eren hiicre
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i¢i tripeptit artig1 yoluyla dolayl1 bir antioksidan olarak etkisi ile iligkili olup olmadig:
hala agik degildir (Rushworth & Megson, 2014).

Gicli bir antioksidan olarak NAC’1n 6nemi, hiicre i¢i sistein seviyelerini
artirma ve ardindan GSH’de artis saglama yetenegi ile dogrudan baglantilidir. Hem
GSH hem de sisteinin izole kullanimlari, hiicreler igindeki GSH seviyelerini
yiikseltmede etkili degildi, bu da NAC’1, parasetamol gibi ksenobiyotik zehirlenme
durumlarinda veya GSH eksikligi ile ilgili patolojilerde oksidatif stresin neden
oldugu hasar1 azaltmak i¢in ana stratejilerden biri haline getirdi (Teno6rio vd., 2021).

Ek olarak, NAC tiyol proteinlerini (sisteinillenmis hiicre dis1 proteinler gibi)
pargalayabilir ve GSH biyosentezini gii¢lendiren daha yiiksek antioksidan kapasiteli
serbest tiyolleri serbest birakabilir. NAC tarafindan uygulanan dolayli antioksidan
aktivite ile baglantili bir baska mekanizma, indirgeme kapasitesi ile ilgilidir.

NAC, plazmada ve ECM’de bulunan ve ana antioksidan olan
merkaptoalbumin ile oldugu gibi, redoks durumunun diizenlenmesinde yer alan
diisiik molekiiler agirlikli (LMW) tiyollerin ve indirgenmis protein siilthidril
gruplarinin sistemik havuzlarini geri yiikleme yetenegine sahiptir (Aldini vd., 2018).

NAC’ 1, indirgeme kapasitesi nedeniyle cok 6nemli bir diger 6zelligi de
giiclii bir balgam soktiiriicii olmasidir. NAC, mukolitik bir ajan olarak bilinir, ¢iinkii
capraz bagli mukus proteinlerindeki disiilfit baglarin1 azaltabilir, bunlarin liganda
baglanmasini kesebilir ve yapilarin1 degistirebilir, bdylece mukusun viskozitesini ve
elastikiyetini azaltabilir (Samuni vd., 2013).

Deneysel galigmalar ayrica, NAC’1n, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
anjiyotensin II reseptoriiniin baglanmasinda bir azalma (Ullian vd., 2005), sitokinler
TNF-a reseptor afinitesinin degismesi (Hayakawa, 2003) ve tip III doniistiiriicii
bliytime faktorii reseptorii (TPRIII) betaglikanina baglanan doniistiiriicii bliyiime
faktorii beta 1 (TGF-B1) kapasitesinde bir azalma sagladigini géstermistir (Meurer
vd., 2005).

NAC, oksidatif strese yanitta yer alan enflamatuar kaskad ve immiin yanitta
kritik bir rol oynayan aktif B hiicrelerinin (NF-kB) niikleer faktor kappa-hafif zincir
arttiricisini inhibe ederek anti-enflamatuar aktivite uygular. NAC, pro-enflamatuar
gen ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktorii NF-xB’1n
translokasyonunu ve niikleer aktivasyonunu bloke eder (de Andrade vd., 2015; Pei

vd., 2018). NAC’1n, lipopolisakaritle aktive olan makrofajlarda pro-enflamatuar
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sitokinlerin (TNF-a ve IL-1f) salinimini baskiladig1 da gosterilmistir (Palacio vd.,

2011).

NAC’in Klinik Kullanimlar

NAC’1n birgok farklr hastalikla ilgili kullanim alanlar1 ve ¢alismalari
yapilmistir (Sekil 7). Akciger hastaligi (Rabe & Watz, 2017), kardiyovaksiiler sistem
(Sochman, 2002), psikiyatrik-mental problemler (Dean vd., 2011), ndrodejeneratif
hastaliklar (Monti vd., 2019), karaciger (de Andrade vd., 2015), bobrek (Santana-
Santos vd., 2014), gastrointestinal sistem (Hamidian vd., 2015; Yoon vd., 2016),
enfeksiyon hastaliklar1 (Jorge-Aaron & Rosa-Ester, 2020), kanseri 6nleme ve

tedavideki (Elbini Dhouib vd., 2016)¢alismalar1 mevcuttur.

Sekil 7
NAC in Biyolojik Aktiviteleri ile Terapotik Kullanim Alanlar: (Tenorio vd., 2021)

Gastrointestinal Nérodejeneratif
hastaliklar Akciger Karaciger hastaliklar

Hastaliklari Hastaliklan

Kanser Parasetamol
NAc.In asir doz
E‘rkfek’:.ei.rge Teram“ik Or:ak hIUSre
infertilite O O astalig
Kullanim
Enfeksiyoz Kardiyovaskiiler
hastaliklar Alama" hastaliklar

Bobrek Psikiyatrik
hastaliklan rahatsizliklar

GOz hastaliklar Madde kullanimi
problemleri

Oksidanlar ve Anti-oksidanlar

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) uygun kosullar
altinda substratlar1 oksitleyebilen serbest radikaller ve radikal olmayan oksijen,
nitrojen ve kiikiirt tiirevleri dahil olmak iizere ¢esitli reaktif molekiilleri igerir.

ROS, molekiiler oksijenin (O2) ve diger molekiillerle reaksiyon {iriinlerinin

kismi indirgenmesiyle olusan molekiillerdir. RNS, ROS un nitrik oksit (¢NO) ile
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reaksiyonu sonucu olusan nitrojeni igeren ROS un bir alt sinifidir (Moloney &
Cotter, 2018). Hem ROS hem de RNS, makromolekiillerin geri doniigiimlii oksidatif
modifikasyonlar1 yoluyla hiicre gelisimi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi, oksijen algilamasi
ve adaptif bagisikliga katilir; ancak fazla miktarda bulunduklarinda hiicresel oksidatif
hasara neden olabilirler (Breitenbach vd., 2018).

Eslesmemis elektronlara sahip olup olmamalarina bagli olarak radikaller ve
radikal olmayanlar olarak iki tip ROS tanimlanmistir. O>’ye art arda elektron
eklenmesi siiperoksit anyonunu (Oz¢"), peroksit iyonunu (O22-) ve oksit iyonlarini
(O*) iiretir. Oze- zayif bir oksidan radikaldir. Mitokondriyal elektron transfer
zincirindekiler, ksantin oksidaz (XO), NADPH oksidazlar1 (NOX) ve Sitokrom P450
(CYP) dahil olmak iizere bir¢cok oksidazin ana oksidasyon iirliniidiir (Halliwell,
2006).

Hidrojen Peroksit (H20.), radikal olmadig1 i¢in Oz¢",’dan daha uzun 6miirlii
ve daha gii¢lii bir oksidandir. H2O2, monooksijenazlarin ve oksidazlarin oksidasyon
tirtiintidiir ve katalaz (CAT) veya Glutatyon Peroksidaz (GPx) tarafindan su (H2O)’ya
dontstiiriilebilir (Halliwell, 2006).

Hidroksil radikali (HO¢) H>O’nin bakir ve demir gibi indirgenmis gecis
metallerinin etkilesimi ile olusur ve reaktivitesi en yiiksek oksijen tiiriidiir (Halliwell,
2006).

Memeli hiicrelerinde ROS’un ana kaynaklari, mitokondriyal elektron tagima
zincirinde, endoplazmik retikulumda protein katlanmasi sirasinda, NOX enzimleri ve
H>O» tiretimidir. Mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimi sirasinda,
sitokrom c oksidaz kompleksi tarafindan Oz’nin %95’inin H>O’ya indirgendigi ve
oksijenin yaklasik %1 inin elektron tagima zincirinin kompleksleri I ve I1I’de
elektron sizintis1 sirasinda erken oksijen indirgemesi ile O»*", doniistiiriildiigii tahmin
edilmektedir (Moloney & Cotter, 2018; Tahara vd., 2009).

Mitokondriyal ROS iiretimi, elektron tasinmasi i¢in enerjetik bir bariyer
islevi goren yiiksek mitokondriyal transmembran potansiyeli, yiiksek oranda
indirgenmis kompleksler I ve III ve diisiik solunum hizlar ile arttirilir (Tahara vd.,
2009). Mitokondriyal Oz¢", mitokondriyal matrikste yer alan manganez (MnSOD),
bakir/¢inko (Cu/ZnSOD) siiperoksit dismutazlar veya peroksidazlar veya
peroksiredoksinler (PRDX) gibi diger antioksidan enzimler tarafindan H>O>’ye

dontstiiriiliir (Kalyanaraman vd., 2018).
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Cesitli caligmalar, mitokondriden ve diger kaynaklardan tiiretilen yiliksek
ROS seviyeleri ile farkli kanser tiirlerinde kanser hiicresi malignitesi arasinda bir
iliski tanimlamistir ve kanser hiicrelerinin, ROS iiretimini ve malignite i¢gin
antioksidan kapasitelerini modiile edebilecegi one siiriilmiistiir (Moloney & Cotter,
2018; Sarmiento-Salinas vd., 2019).

Antioksidan sistem, ROS/RNS seviyelerine etkili bir sekilde kars1 koyan ve
hiicreyi yiiksek oksidasyon seviyelerinden koruyan, katalitik olmayan kiigiik
molekiiller ve enzimlerden olusan karmasik bir settir. Oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengede oksidanlar lehine gore degisiklik oksidatif stres olarak
adlandirilir. Bu durum redoks sinyallemesinde degisikliklere, proteinlerin,
fosfolipitlerin, niikleik asitlerin zarar gérmesine ve bir¢ok durumda hiicre 6liimiine
yol agabilir (Hayes vd., 2020).

SOD’lar, sitoplazmik Cu/ZnSOD (SOD1), mitokondriyal MnSOD (SOD2) ve
hiicre dis1 Cu/ZnSOD (SOD3) dahil olmak iizere Oz tutucu grubudur ve Oz¢’in
molekiiler oksijene ve H>O>’ye doniisiimiinii katalize eder. Daha sonra CAT
tarafindan H,O ve O>’ye doniistiiriiliir veya H>O» kullanarak glutatyonun (GSH)
glutatyon disiilfite (GSSG) oksidasyonunu katalize eden GPx tarafindan H>O’ya
indirgenir (Halliwell, 2006; Hayes vd., 2020; Moloney & Cotter, 2018).

SOD Reaksiyonlari. Stres kosullar altinda gelismis ROS olusumu hem
koruyucu tepkileri hem de hiicresel hasari indiikler. O2-—'nin temizlenmesi,
stiperoksitin H>O»'ye dismutasyonunu katalize eden bir yukari akis enzimi olan SOD
araciliiyla saglanir. Bu reaksiyon, spontan dismutasyondan 10 000 kat daha hizlidir
(Bowler vd., 1992). Enzim, tiim aerobik organizmalarda ve oksidatif strese duyarlh
tiim hiicre kompartmanlarinda bulunur (Bowler vd., 1992).

Stiperoksit radikalleri, istilact patojenlere kars1 savunma mekanizmalarini
aktive etmek i¢in normalde NADPH oksidaz enzimi tarafindan iiretilir. Stiperoksit,
elektron tagima zinciri tarafindan nihai pozisyonu isgal eden ve terminal elektron
alicis1 olarak hareket eden oksijenden iiretilir. Bazi elektronlar, elektron tasima
zincirinden rastgele sizabilir ve sliperoksit radikalleri iiretmek i¢in oksijenle
etkilesime girer. Boylece fizyolojik kosullar altinda mitokondrideki oksijen
molekiillerinin yaklasik %1-3"l siiperoksit radikallerine doniistiiriiliir. Siiperoksit
radikali normalde esas olarak bir anyon radikali formunda bulunur ve bir
dismutasyon reaksiyonu ile uzaklagtirilir. SOD’un katalizledigi reaksiyon asagida yer

almaktadir.
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GPx, substrat olarak indirgenmis GSH gerektiren bir enzim ailesidir.
Oksidatif strese karsi ikinci bir savunma hatt1 saglarlar. 21 kDa'lik dort 6zdes alt
birimden olusur ve her alt birim bir selenosistein kalintis1 igerir. GPx, kofaktor olarak
GSH kullanarak organik ve inorganik H>O>’nin H>O’ya ve ilgili alkollere
indirgenmesini katalize eder. Cok bilesenli bir antioksidan savunma sistemi olarak
islev gordiigii hiicre zar1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynar. GPx, substrat i¢in CAT’den daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ve yag asidi
hidroperoksitlerini azalttig1 bilinmektedir. Cogu hayvan hiicresinde hem CAT hem
de GPx bulunur. GPx selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere iki
bicimde siniflandirilabilir. Hem sitozolde hem de mitokondride bulunurlar. GPx’ler
ayrica ROS’un detoksifikasyonunda onemli bir rol oynar ve yiiksek ROS seviyeleri
altinda aktive olan ilk enzim oldugu bulunmustur (Ali vd., 2020).

GPx Reaksiyonlari. Asir siiperoksit ve hidroksil radikali (OHe),
peroksinitrit (ONOO-) ve nitrojen dioksit (NOz) gibi tlirevlerinin varlig1 oksidatif
strese yol acar ve enflamasyon, mitokondriyal dejenerasyon ve tiimor olusumu
sirasinda yaygindir (Miriyala vd., 2012).

Glutatyon peroksidaz (GPx), biyolojik molekiillerin zarar gérmesini,
inaktivasyonunu, ¢apraz baglanmasini ve par¢alanmasini ve peroksidasyonu koruyan
H>07’yi H>O’ya pargalayabilen giiclii bir antioksidan enzimdir. GPx aktivitesinin
azalmasi, NF-«B ile iligkili enflamatuar yollarin aktivasyonuna ve dogrudan doku
hasarina yol acan hidrojen peroksit hareketindeki artisla iligkilidir (B. P. Yu &
Chung, 2006).

Sitosolik glutatyon peroksidaz (GPx1), hidrojen peroksitin (H203)
bozunmasini katalize eder (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013b; Flohé¢, 2009, 2015).

GPx tarafindan katalize edilen temel reaksiyonlar:

GPx
2GSH + H,0 - GSSG + 2H,0

GPx
2GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0
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GSH sistemi, hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasina ve redoksla
diizenlenen proteinlerdeki sisteinlere disiilfit bag1 indirgemesi yoluyla sinyal
yollarinin diizenlenmesine katilan, hiicredeki ana antioksidan sistemlerden biridir.
GSH, sitozolde sentezlenir, ancak organellerde bulundugu ve belirli islevlere sahip
ayrt GSH havuzlar1 olusturdugu bulunmustur (Mari vd., 2020). GSH, NADPH’ye
bagl glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan indirgenmis durumda tutulur, Glutatyon-S-
transferaz (GST) ile hedef proteinlere aktarilir ve glutaredoksin (GRX) tiyol
transferazlar veya bazi peroksiredoksinler (PRX) veya GPx gibi hiicresel
detoksifikasyonda yer alan enzimlerin aktivitesini siirdiiriir (Liu vd., 2014).

Diger degerli endojen antioksidanlar, bilirubin, melanin ve tirik asitin yani
sira eksojen olarak tiiretilen E vitamini, C vitamini, B-karoten ve bitki polifenolleridir

(Hayes vd., 2020).

Sekil 8

ROS, kanser risk faktorleri ve karsinogenez (Sarmiento-Salinas vd., 2021)
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ROS’un kanserde temel bir rolii vardir (Sekil 8). Normal hiicrelerde (yesil
hiicre), homeostatik kosullar altinda, redoks sistemi hiicre i¢ci ROS seviyelerini diistik
tutarak dengededir. Bununla birlikte, obezite, sigara igme, radyasyona maruz kalma
gibi kanser risk faktorleri, ROS seviyelerini artirarak DNA hasarina, genomik
istikrarsizlia ve prekanserdz lezyonlarda (kirmizi hiicreler) bulunan kansere neden
olan mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. p53 gibi tiimor baskilayict
proteinler, kansere neden olan uyaranlara yanit olarak etkinlestirilebilir, DNA
mutasyonlarini onarabilir ve antioksidan genlerin transkripsiyonunu tetikleyebilir.
Aksine, onarim mekanizmalar yetersiz oldugunda, ROS ve/veya antioksidan
seviyeleri yiikselir, yeni ve degismis bir redoks dengesi yaratir, hiicre i¢i onkojenik
sinyal yollarmin aktivasyonunu destekler ve kanser hiicrelerinde (kirmiz1 hiicreler)
hiicresel bilesenlerin islevselligini korur. Bu yollar genellikle artan hiicre
proliferasyonu, hayatta kalma, metastaz, sitokin salgilanmasi ve ilag direnci ile
iligkilidir. Son olarak, bunalmis bir antioksidan sistem nedeniyle ROS’daki asir1 artis,
redoks dengesinde bir kayba neden olarak apoptoz ve nekrozu indiikler. Bu noktada,
siddetli hiicresel hasara bagli olarak p53’iin aktivasyonu, hiicre dongiisii durmasini,
yaslanmay1 ve hiicre 6liimiinii (gri hiicreler) indiikleyebilir. ROS aracili onkojenik
sinyalleme ile ilgili olarak, bu incelemenin odak noktas1 ¢ogunlukla hiicre i¢i ROS

kaynaklar1 ve diizenlenmis yollardir (Sarmiento-Salinas vd., 2021).

Malondialdehit (MDA)

Oksidatif stresin bir¢ok biyolojik hedefi arasinda, lipitler en fazla yer alan
biyomolekiil siifidir. Lipid oksidasyonu bir dizi ikincil iirline yol agar. Bu tiriinler
esas olarak oksidatif hasar1 siddetlendirme yetenegine sahip aldehitlerdir. Uzun émiir
ve yliksek reaktivite, bu molekiillerin hiicrelerin i¢inde ve disinda hareket etmesine,
niikleik asitler ve proteinler gibi biyomolekiillerle etkilesime girmesine ve genellikle
hiicre islevselliginde yer alan hassas mekanizmalara geri doniisiimsiiz sekilde zarar
vermesine olanak tanir (del Rio vd., 2005).

MDA c¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) peroksidasyonunun baglica ve en
cok calisilan iirlintidiir. 1960°lardan bu yana, in vivo ve in vitro oksidatif stres
seviyesini 6l¢gmede bu molekiilii degerlendirmek igin ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Biyolojik numunelerdeki ana MDA kaynagi, PUFA’nin iki veya daha
fazla metilen kesintili ¢ift bag ile peroksidasyonudur (del Rio vd., 2005).
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Pryor ve Stanley (Pryor & Stanley, 1975), MDA 06nciisiiniin ugucu olmayan
dogasina dayanan hipotez mekanizmalarini temel alarak, bu 6nciiyii prostaglandin
biyosentezi sirasinda olusana benzer bir bisiklik endoperoksit olarak tanimladilar.
Metil linoleat prostaglandin benzeri endoperoksitlere doniistir. MDA nin stresli

kosullar altinda bu 6nciilerden kaynaklandigina inanilmaktadir.

MDA ’nin reaktivitesi ve toksisitesi

Fizyolojik durumunda, n6tr pH’ta, MDA bir enolat anyon olarak bulunur ve
diisiik kimyasal reaktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, bu molekiil, birkag farkl
eklenti olusturmak icin niikleik asit bazlari ile etkilesime girebilir. Bu reaksiyonun
ana tirliniiniin, literatiirde M1dG, M1GdR veya M1G gibi birgok farkli kisaltmayla
bildirilen pirimido-[1,2-a]purin-10(3H)-1 deoksiriboz oldugu bilinmektedir
(VanderVeen vd., 2003).

Yapilan ¢alismalar, M1G’nin bakteri ve memeli hiicrelerinde sekansa bagl
cerceve kaymasi mutasyonlarini ve baz ¢ifti ikamelerini indiikleyebildigini
gostermistir (VanderVeen vd., 2003).

Baska bir ¢caligmada ise MDA nin DNA’da giiglii biyolojik etkileri olan
sarmallar aras1 ¢apraz baglar olusturma yetenegini igeren alternatif bir genotoksisite
mekanizmasi gosterilmistir (Niedernhofer vd., 2003).

Voitkun ve Zhitkovich ise MDA ’nin DNA-protein ¢apraz baglar1 olusturma
yetenegini bildirdi (Voitkun & Zhitkovich, 1999).

MDA nin bu potansiyel genotoksik aktivitelerinin tiimii, mutasyonlara ve
ardindan kansere yol acabilir. Bu sebeplerle bu ¢calismada MDA degerleri de

Olciilmiistiir.

Pro-enflamatuar Sitokinler: IL-1$ ve TNF-a

Sitokinler, hiicreler tarafindan salinan kiiciik proteinlerdir ve hiicreler
arasindaki etkilesimler ve iletisimler lizerinde spesifik bir etkiye sahiptir. Sitokin
genel bir isimdir; diger isimler arasinda lenfokin (lenfositler tarafindan yapilan
sitokinler), monokin (monositler tarafindan yapilan sitokinler), kemokin (kemotaktik
aktiviteye sahip sitokinler) ve interlokin (bir l16kosit tarafindan yapilan ve diger
l6kositler lizerinde etkili olan sitokinler) bulunur. Sitokinler, onlar1 salgilayan
hiicrelere (otokrin etki), yakindaki hiicrelere (parakrin etki) veya bazi durumlarda

uzak hiicrelere (endokrin etki) etkilerini gosterebilir (Dinarello, 2000)
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Farkl1 hiicre tiplerinin ayn1 sitokini salgilamasi veya tek bir sitokinin birkag
farkl1 hiicre tipi ilizerinde etki etmesi (pleiotropi) yaygindir. Benzer fonksiyonlar
farkl1 sitokinler tarafindan uyarilabilir. Sitokinler ayrica sinerjistik veya antagonistik
olarak hareket edebilir (J.-M. Zhang & An, 2007).

Sitokinler, bagisiklik hiicrelerini uyarmak ve ¢ogaltmak i¢in istilaci
patojenlere yanit olarak tiretilir. Homeostaz ve hastalik sirasinda hiicre iletisiminde
yer alan ana sitokin siniflar1 arasinda interlokinler, interferonlar, timdér nekroz
faktori ailesinin bazi iiyeleri, kemokinler (kemotaktik sitokinler) ve biiyiime
faktorleri yer alir (Propper & Balkwill, 2022).

Hem anti-enflamatuar hem de pro-enflamatuar sitokinler vardir. Pro-
enflamatuar sitokinler T hiicreleri, CD4" hiicreleri, makrofajlar ve dendritik
hiicrelerden salgilanir. Interlokinler (IL-1, IL-2, IL-12, IL-17, IL-18), IFN-y ve TNF-
a Uretimi ile karakterize edilirler. Anahtar pro-enflamatuar sitokinler IL-1, IL-6 ve
TNF-o'dir. Bu sitokinler, diger sitokin reseptor tiplerinden yapisal olarak farkli olan
tip I sitokin reseptorleri aracilifiyla sinyal verir. Hiicre aracili bagisiklik tepkisini
koordine etmek i¢in ¢ok dnemlidirler ve bagisiklik sistemini modiile etmede kritik
bir rol oynarlar. Pro-enflamatuar sitokinler genellikle, viriisler de dahil olmak tizere
hiicre i¢i patojenleri kontrol etmek ve yok etmek amactyla bagisiklik hiicrelerinin
bliytimesini, hiicre aktivasyonunu, farklilagsmasini ve enfeksiyon bolgelerine
yonlendirilmesini diizenler (Turner vd., 2014).

Anti-enflamatuar sitokinler ise, pro-enflamatuar sitokin yanitin1 kontrol eden
molekiillerdir. Baslica anti-enflamatuar sitokinler, IL-1 reseptdr antagonisti, IL-4, IL-

6, IL-10, IL-11 ve IL-13"i igerir (Opal & DePalo, 2000).

IL-1p

IL-1B birincil olarak mononiikleer fagositik hiicreler tarafindan iiretilir ancak
ayn1 zamanda endotelyal hiicreler, keratinositler, sinoviyal hiicreler, osteoblastlar,
notrofiller, glial hiicreler ve ¢ok sayida diger hiicreler tarafindan da iiretilebilir. IL-10
iiretimi, endotoksin, diger sitokinler, mikroorganizmalar ve antijenler dahil olmak
lizere ¢esitli maddeler tarafindan uyarilabilir (Zhao vd., 2021).

Gegis benzeri reseptorler (TLR), patojenler tarafindan kullanilan ancak
memeli hiicreleri tarafindan kullanilmayan motifleri taniyan ve monontikleer
fagositik hiicre sitokin {iretimi de dahil olmak {izere dogustan gelen bagisiklik

tepkilerini giiclii bir sekilde aktive edebilen bir model tanima reseptorleri ailesini
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temsil eder. TLR ve NOD benzeri reseptorler dahil olmak {izere patern tanima
reseptOrlerinin (PRR) uyarilmasi hem viral hem de mikrobiyal molekiiller tarafindan
indiiklenebilir. Bu daha sonra IL-1p ifadesinin indiiksiyonuna yol acar. IL-1f dahil
olmak tizere IL-1 ailesinin iiyeleri, tipik olarak bir salg1 dizisi olmadan onciiler
olarak sentezlenir. Bu nedenle, aktif sitokin olusturmak i¢in IL-1B"nin boliinmesi
gerekir ve bu, enflamasyon olarak adlandirilan 6zel bir hiicre i¢i kompleks i¢inde
bulunan IL-1-doniistiirticti enzim (ICE) veya kaspaz-1 tarafindan gerceklestirilir
(Dinarello, 2000; O’Neill, 2008).

IL-1'in en 6nemli biyolojik aktivitelerinden biri, IL-2 iiretimini ve IL-2
reseptorlerinin ekspresyonunu artirarak T lenfositlerini aktive etme yetenegidir. IL-
1'in yoklugunda, azalmis bir bagisiklik tepkisi veya bir tolerans durumu gelisir. IL-1,
B hiicresi proliferasyonunu arttirarak immiinoglobulin sentezini arttirir. Bagisiklik
yaniti sirasinda IL-1 iiretimi, hasta olmakla iligkili bir dizi degisiklik tiretir. IL-1,
hastalik sirasinda halsizlik, uyku, istahsizlik ve ates gibi semptomlar var etmek icin
merkezi sinir sistemi ile etkilesime girer. IL-1-hepatosit etkilesimi, "temizlik"
proteinlerinin (6rnegin, alblimin) iiretimini inhibe eder ve akut faz yanit peptidlerinin
(6rnegin, amiloid peptidi, C-reaktif peptidi, kompleman) sentezini uyarir. IL-1,
ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektinin yukari regiilasyonu yoluyla l6kositlerin endotel
hiicre yapismasini uyarir. IL-1, septik sokun hipotansiyonuna katkida bulunur (Zhao
vd., 2021).

TNF ve IL-1, ¢cok sayida biyolojik aktiviteyi paylasir; en biiylik fark, TNF'nin

lenfosit proliferasyonu iizerinde dogrudan etkisinin olmamasidir (Zhao vd., 2021).

TNF-a

TNF-o’nin aktif formu bir homotrimerdir. Mononiikleer fagositlere ek olarak,
TNF-a notrofiller, aktive lenfositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK), endotel hiicreleri
ve mast hiicreleri tarafindan da iiretilebilir (Beutler & Cerami, 1989).

TNF’nin monositler tarafindan en giiclii indiikleyicisi, TLR2 ve TLR4
araciligiyla etki eden lipopolisakkaritler (LPS)'dir. TNF-a, ¢coziiniir aktif faktoriin
TNF-o doniistiiriicli enzim kullanilarak boliinme yoluyla tiretildigi zara bagli bir
protein olarak meydana gelir (Tartaglia & Goeddel, 1992).

TNF’ler, kanserli hiicreler iizerinde dogrudan sitotoksik etkiler yoluyla ve
antitimor bagisiklik tepkilerini uyararak antitiimor bagisikligini indiikler. TNF,

ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin olarak bilinen adezyon molekiillerini indiiklemek
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icin endotel hiicreleri ile etkilesime girerek graniilositlerin enflamatuar lokuslara
¢ikisina izin verir. TNF giiclii bir notrofil aktivatoriidiir, yapismaya, kemotaksiye,
degraniilasyona ve solunum patlamasina aracilik eder. Maligniteleri tedavi etmek
icin TNF'nin potansiyel terapdtik degerine yonelik ilgi, ciddi yan etkileri olmasi
sebebiyle azalmistir. TNF, kronik enfeksiyonlarda ve kanserde ciddi bir kaseksiye
yol acar. Ayrica, TNF vaskiiler sizintiya neden olur, negatif inotropik etkilere
sahiptir ve toksik sok ve sepsisin birincil endojen aracisidir (Tracey vd., 1987).
Tiimér hiicrelerine kars1 yoneltilen bagisiklik tepkilerine birincil olarak CD¥*
sitotoksik lenfositler ve NK hiicreleri aracilik eder. Sitotoksik bagisiklig1 aktive eden

en onemli sitokin TNF-a’dir (Zhao vd., 2021).

Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Hiicreler ve hiicre dig1 matriks arasindaki etkilesim, organizmanin normal
gelisimi ve farklilagsmasinda kilit rol oynar. Hiicre dis1 matriksteki degisiklikler, ¢ok
miktarda ECM bileseninin proteolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler sistemi
tarafindan diizenlenir. ECM’nin bilesiminin ve biitlinliiglinlin diizenlenmesiyle, bu
enzim grubu hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz siiregleri i¢in gereklidir.
ECM’deki degisiklikler ve yeniden yapilanma siki bir sekilde diizenlenmelidir
¢linki; bilesenlerinin kontrolsiiz birikimi veya asir1 proteolizi ¢esitli patolojik
anormalliklere yol agabilir. Aspartil-, sistil-, metalo- ve serin-proteinazlar dahil
olmak {izere bir dizi proteolitik enzim ECM metabolizmasinda yer almigtir (Vargova
vd., 2012).

Matriks metalloproteinazlar, ECM’deki diizenleyici proteazlarin ana grubunu
temsil eder. Cinko (Zn*" ve kalsiyum bagimli endopeptidaz grubudur, ancak farkli
miktarlarda ve farkli yerlerde glikozile edilmistir (Sternlicht & Werb, 2001).

Bu enzim ailesinin ilk tiyeleri, 1962’de Gross ve Lapiere tarafindan
metamorfoz sirasinda kurbaga yavrularinin kuyruklarinin emilmesinden elde edilen
kiiltiirlenmis doku pargalarindan gergek bir kollajenazin salgilandigini
gosterdiklerinde kesfedildi. Kurbaga yavrularinin kuyrugu rezorpsiyonunda yer alan
bu enzim daha sonra, matriks metalloproteinazlar veya matrisinler olarak
adlandirilan proteaz ailesinin prototipi olan kollajenaz-1 olarak ortaya ¢ikt1 (Gross &

Lapiere, 1962).
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MMP’ler, transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel seviyelerde ve
TIMP’ler ve dolasimdaki akut faz reaktanlari (a2-makroglobulin, fibrinojen)
tarafindan diizenlenir (Page-McCaw vd., 2007).

Giiniimiize kadar omurgalilarda 28 ayr1t MMP tipi tanimlanmistir ve bunlarin
en az 23 ¢esidi insan dokularinda ifade edilir. Bunlar, substratlarina ve yapisal
farkliliklarina gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, elastazlar ve membran
tipi MMP'ler (MT-MMP’ler) olarak siiflandirilmistir (Laronha & Caldeira, 2020).

MMP’ler ¢ok alanli bir yapiya sahiptir. N-terminal sinyal peptidi, proenzimin
salgilanmasini yonlendirir. Propeptit, sisteinin pro-MMP’yi gizli formda tutan
katalitik ¢inko iyonu sistein anahtari ile kovalent bir bag olusturdugu yiiksek diizeyde
korunmus bir sekans icerir. Katalitik alan, altta ¢inko iyonu bulunan derin, aktif bir
bolge ile ayrilmis iki modiilden olusur. Ug histidin kalintis1, aktif bdlgede katalitik
¢inkonun baglanmasini koordine eder. Cinko baglayict motif, ¢inko iyonu ile birlikte
MMP'lerin proteolitik aktivitesi i¢in gereklidir ve tiim MMP'ler arasinda korunur
(Borkakoti, 2000). Aktive edilmis MMP’ler, hiicre i¢i sinyallesme stireglerini
diizenlemek i¢in hiicre i¢i molekiillerle etkilesime girer (Borkakoti, 2000).

MMP’lerin, doku morfogenezi, bliylime, uterus dongiisii ve dogum sonrasi
involiisyon, doku onarimi ve anjiyogenez gibi fizyolojik ECM yeniden
modellenmesindeki roliine dair giiclii kanitlar vardir.

MMP’ler, romatoid artrit, osteoartrit, aterosklerotik plak riiptiirii, aort
anevrizmalari, periodontitis, derinin otoimmiin bozukluklari, dermal fotoyaslanma,
timor invazyonu ve tiimor metastazi gibi ECM’nin agir1 degradasyonuna sahip

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

Tiimor Biiyiimesinde ve Istilasinda MMP’ler

MMP’ler, tiimdr biiylimesinde ve metastaz siireclerinde ikili bir role sahiptir.
Matriks bariyerlerini bozarak ve anjiyogenezi artirarak timor biliylimesini
desteklerler. Ote yandan, MMP’ler tiimér vaskiilarizasyonunu siirlayabilir.
Anjiyostatin, endotel hiicre proliferasyonunun spesifik bir inhibitoriidiir ve
anjiyogenezin en etkili ve spesifik dogal inhibitorlerinden biridir. Plazmin ve
plazmin rediiktazin etkisiyle plazminojenden ayrilir (Roeb & Matern, 2003).

MMP’lerin hiicre yiizeyinden ve ECM’den aktif biiyiime faktorlerini ve
anjiyojenik faktorleri serbest birakabilmeleri gibi bagka islevleri de vardir. Biiyiime

faktorii baglayici proteinleri ve hiicre yiizeyi biiylime faktorii reseptorlerini
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pargalayabilirler. Timor biiylimesini ve istilasin1 destekleyen bir al-antitripsin
bdliinme tiriinii tiretebilirler. Hiicre dongiisii kontrol noktasi kontroliinii
degistirebilirler ve hiicre yapismasini etkileyerek genomik kararsizlig: tesvik
edebilirler (Levi vd., 1996).

Tiimdr kaynakli anjiyogenez, birincil tlimoriin ve metastazlarin biiylimesi i¢in
esastir ve yeni kan damarlari, tiimdr hiicresinin dolasima girisi i¢in yerlerdir.
ECM nin proteolitik bozunmasinin, timdr gelisiminin yukarida belirtilen tim

yonlerinde ¢ok dnemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Wang & Khalil, 2018).

Metalloproteinazlarin Doku Inhibitorleri (TIMP’ler)

Metalloproteinazlarin TIMP -1, -2, -3 ve -4 doku inhibitoérleri, dokudaki
MMP aktivitesinin 6nemli endojen diizenleyicileridir. TIMP’ler, MMP’lerin aktif
cinko baglama boélgelerinin kovalent olmayan baglanmasi yoluyla MMP aktivitesini
inhibe eder.

TIMP-1, embriyonal biiyiime ve tiimor ilerlemesi sirasinda doku yeniden
sekillenmesinde, gonadal steroidogenezde, ovulasyonda, gebelikte ve dogumda ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ve endotel hiicrelerinin migrasyonunu, anjiyogenezisi,
tiimor hiicresi invazyonunu ve metastazini inhibe etmede bir role sahiptir.

Cesitli klinik caligsmalar, kanser hastalarinin plazma ve kanser dokularindaki
TIMP-1 diizeylerinin olduk¢a yiikseldigini ve yiikselmis TIMP-1 diizeylerinin,
prostat ve kolon da dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde daha kotii klinik
sonuglarla iligkili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, TIMP-1'in yalnizca kanser
ilerlemesinin bir biyobelirteg islevi goriip gérmedigi veya ayn1 zamanda kanserin
ilerlemesini tesvik etme islevi goriip gérmedigi acik degildir (Gong vd., 2013).

Metalloproteinazlari inhibe etme islevine ek olarak, TIMP-1’in son
zamanlarda tetraspanin/integrin aracil hiicre hayatta kalma sinyali iletim yollarini
diizenledigi ve hiicre 6liimii, cogalmasi, doniisiimii, farklilasmas1 ve apoptozda yer
alan TYK/MAPK yolu araciligiyla Ras'1 aktive ettigi bildirilmistir. TIMP-1"in meme
kanseri hiicrelerinde in vivo olarak anjiyogeneze olas1 katilimi bildirilmis ve
VEGF'nin asir1 ekspresyonunun bu TIMP-1 aracili etkide 6nemli bir rolii olabilecegi

belirlenmistir (Meng vd., 2018).
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BOLUM 111
Yontem
Bu boliimde aragtirmanin modeline, arastirmanin deney grubuna, laboratuvar
caligmalar1 ve verilerin elde edilmesi, ¢oziimlenmesine ve ortaya ¢ikan bulgularin

istatistiksel hesaplamalarina iliskin bilgilere yer verilmistir.

Etik Onay
Bu ¢aligmanin deney protokolii Yakin Dogu Universitesi Yerel Hayvan Etik

Kurulu tarafindan onaylanmistir (Protokol no. 127-2021/127) (26.02.2021).

Deney Gruplari ve Calisma Plam

Otuz iki adet, 250-300 gram agirliginda olmak {izere erkek Wistar albino
siganlar 12 saat/12 saat karanlik/aydinlik dongiisii ile sabit sicaklikta (+22 + 1°C) bir
odaya yerlestirildi. Siganlarin yiyecek ve igme suyuna ad /ibitum erisimi vardi.
Calisma hayvanlari, her grupta sekiz sican olacak sekilde dort gruba ayrildi (n = 8)
(Sekil 9).

— Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara birinci giin fizyolojik tuzlu su
cozeltisi (FTS) intraperitoneal (i.p.) ve ikinci giin 0,01 mg/kg atropin
subkutan (s.c.) (olas1 bir kolinerjik reaksiyonu onlemek i¢in) verildi.

— CPT-11 grubu: Bu gruptaki hayvanlara birinci giin FTS (i.p.) uygulandi.
Ikinci giin, atropin (0,01 mg/kg, s.c.) (olas1 bir kolinerjik reaksiyonu énlemek
icin), ardindan CPT-11 (125 mg/kg, i.p.) uygulamasi yapildi (Fakiha vd.,
2019).

— NAC grubu: Hayvanlara birinci glin FTS (i.p.) uyguland, ikinci giin ise
atropin (0,01 mg/kg, s.c.) ve tek doz NAC (150 mg/kg, i.p.) uyguland1 (Sener
vd., 2003).

— CPT-11+NAC grubu: Hayvanlara birinci giin FTS (i.p.) uygulandi, ikinci
giin, atropin (0,01 mg/kg, s.c.) (olas1 bir kolinerjik reaksiyonu 6nlemek igin)
ardindan bir kez CPT-11 (125 mg/kg, i.p.) (Fakiha vd., 2019) ve tek doz NAC
(150 mg/kg, i.p.) (Sener vd., 2003) uygulandi.
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Sekil 9

Calismanin Deney Gruplar: Semasi

Kontrol Grup
1. Glin: Salin intraperitoneal {i.p.)
2. Gin: 0,01 mg/ke Atropin
subkutandz (s.c.)

n:d ./

.
£ CPT-11 Grup

' , 1. Giin: Salin i.p.
2. Gun: 0,01 mg/kg Atropin s.c. ve
125 mg/kg CPT-11 i.p.

Wistar \. n:6 /
Albino |
Sicani 3

¢ n:32 ' NAC Grup

1. Giin: Salin i.p.
' 2. Giin: 0,01 mg/kg Atropin s.c. ve
« i 150 mg/kg MAC i.p.
, n:8/

-

4 A\
~ CPT-11 + NAC Grup
1. Giin: Salin i.p.
2. Giin: 0,01 mg kg Atropin s.c. ve
123 mg/kg CPT-11 i.p. ve 150 mg'kg

MAC i.p. Yy

Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney siiresi (CPT-11 uygulamasindan 48. saat sonra) ve anestezi sonrasi
duyu kaybinin ardindan tiim gruplardaki hayvanlara yliksek doz ketamin ve ksilazin
(swrastyla 100 mg/kg ve 10 mg/kg i.p.) verilerek otenazi yapildi(Stringer vd., 2007).
Laboratuvar analizi i¢in 2-3 dakika i¢inde kan ve doku 6rnekleri (karaciger, bobrek,
mide ve bagirsak) toplandi (Sekil 10).

Kan ornekleri, piht1 aktivatorleri igeren vakumlu tiiplere kardiyak damar
ponksiyonu yoluyla alindi. Serum numuneleri, koagiilasyondan sonra Yakin Dogu
Universitesi Hayvan Hastanesi Tan1 Laboratuvari’nda 1500 x g’de 10 dakika
santrifiijjleme (K241, BRK5324, Centurion Scientific, Chichester, West Sussex, UK)
ile elde edildi. Serum 6rnekleri analize kadar -80°C’de saklandi.

Hem biyokimyasal hem de histopatolojik laboratuvar deneyleri i¢in doku
ornekleri (mide, ince bagirsak, karaciger ve bobrek) toplandi. Biyokimyasal analiz

i¢cin ornekler alindiktan sonra eritrositler soguk FTS ile perfiize edilerek
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uzaklastirildi. Daha sonra dokular filtre kagidi ile kurutularak biyokimyasal ve
histopatolojik analiz i¢in iki ayr1 par¢aya ayrildi. Biyokimyasal analiz i¢in
kullanilacak 6rnekler 50 mM fosfat tamponlu (pH 7.4) doku 6rnek kaplarina alinarak
analiz islemlerinin yapilacag1 Yakin Dogu Universitesi Hayvan Hastanesi Tan1
Laboratuvari’na aktarildi.

Histopatolojik inceleme i¢in kullanilacak doku kesitleri %10 formaldehit
iceren kaplara yerlestirildi ve Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarina sevk edildi (Ma vd., 2015; Zahr vd.,
2010).

Sekil 10

Analizi Yapilan Parametrelerin Gorsel Semasi

KAN
Biyokimyasal parametreler: Albiimin, ALT, AST,
ALP, LDH, kreatinin, BUN, lipaz, TP, amilaz
Sitokinler: TNF-a ve IL-1B
Matriks Metalloproteinazlar (MMP'ler) ve TIMP-1:
MMP-1,-2,-8 ve TIMP-1

DOKU
= Histopatoloji
« Sitokinler: TNF-a ve IL-16
Matriks Metalloproteinazlar (MMP'ler) ve TIMP-1:
MMP-1,-2,-8 ve TIMP-1

» MDA ve Antioksidanlar: MDA, GPx ve 50D

Doku Homojenizasyonu
Radyoimmiinopresipitasyon deney tamponu (RIPA) lizis tamponu (iirlin no.

10010263, parti no. 0490889-1, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) ve
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Dounce doku 6giitiicii seti (D8938, Lot No: 3110, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) kullanilmastir.

Hayvanlardan alinan doku 6rnekleri 20-25 mg olacak sekilde anatilik terazide
Olcililmiis ve Dounce doku 6giitiicii setinin tiip malzemesi igerisine alinip lizerine 250
uL RIPA lizis tamponu eklenmis ve buz {izerinde 6giitlicii malzeme ile
homojenizasyon islemi yapilmigtir. Daha sonra homojenatlar, 1,5 mL hacimli
mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve +4°C’de 10000 x g’de 10 dakika santrifiijlemeye
tabi tutulmustur (MIKRO 200R, Hettich, Tuttlingen, Almanya) ve siipernatanlar
porsiyonlara ayrilarak analiz oncesine kadar -80°C'de saklanmigtir. Analiz 6ncesinde
ise homojenatlar 6nce -80°C’den -18°C’ye ardindan +4°C’ye son olarak da oda

sicakligina alinmis ve kademeli olarak ¢ozdiiriiliip deneyler yapilmistir.

Doku Homojenatlarinin Protein Tayini: Bradford Metodu

Bradford yontemi doku homojenatlarinda, protein konsantrasyonlarini
Olemek i¢in uygulandi ve ¢ift tekrarl calisildi (Bradford, 1976). Bradford testi,
Coomassie Brilliant Blue G250 boyasinin proteine baglanmasi esasina dayanir.
Asidik test reaktif ¢ozeltisinde baskin olan boyanin ii¢ yiiklii formundan, daha
katyonik olan kirmiz1 ve yesil formlar, sirasiyla 470 nm ve 650 nm'de absorbans
maksimumlarina sahiptir. Buna karsilik, proteine baglanan boyanin daha anyonik
mavi formu, 590 nm’de maksimum bir absorbansa sahiptir. Béylece mavi iyonik
formdaki boya miktar1 belirlenerek protein miktari tespit edilebilir. Bu da ¢6zeltinin
absorbansinin 595 nm’de 6l¢iilmesiyle elde edilir.

+ Deney Prosediirii:

v" Kullanima hazir Bradford reaktifi (Sigma B6916-500 mL) ile
deney yapildi. Bradford reaktifi +4 °C’de saklanir. Kullanmadan
once reaktif oda sicakligina (18-25 °C) getirildi.

v Mikroplakaya 250 pL bradford reaktifi ardindan 5 pLL 6rnek ilave
edildi.

v 10 dakikalik bir inkiibasyon sonrasinda 595 nm'de okutuldu.

Serum Enzim Aktiviteleri ve Metabolitlerinin Olciimleri
Kan orneklerinde, alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST),
alkalin fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH), amilaz ve lipaz enzim aktiviteleri

ile total protein (TP), albiimin, kan iire nitrojeni (BUN) ve kreatinin testleri ticari
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kullanima hazir test kitler ile ¢ift tekrarli olacak sekilde otomatik kimya

analizatoriinde (BS-240 Vet, Mindray, Shenzhen, Cin) dl¢iilmiistiir (sirasiyla referans
numaralart D00640, D00678, D00523, D00664; D355911, D0440, D00686, D00205,
413925, D00617; Dialab GmbH, Wiener Neudorf, Austria).

ALT. Testin Prensibi: ALT, amino grubunu alaninden a-oksoglutarata
aktararak piruvat ve glutamat olusturur. Piruvat, laktat ve nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD+) iiretmek i¢in indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH) ile LDH katalizli bir reaksiyona girer. 340 nm’de

okutulmustur.

ALT Test Reaksiyonu, ALT=GPT

GPT
L — Alanin + 2 — Oksoglutarat «— Pirtuvat + L — Glutamat

LDH
Pirtwvat + NADH + H* «— L — Laktat + NAD + NADH

AST. Testin Prensibi: AST, glutamat ve oksalasetat olusumu ile amino
grubunun aspartattan oksoglutarata transferini katalize eder. ikincisi, NADH
varliginda malat dehidrogenaz (MDH) tarafindan malata indirgenir. 340

nm’de okutulmustur.

AST Test Reaksiyonu, AST=GOT

GoT
L — Aspatat + 2 — Oksoglutarat <— Oksaloasetat + L — Glutamat

p_

MDH
Oksaloasetat + NADH + H* «— L — Malat + NAD*

ALP. Testin Prensibi: Alkali kosul altinda, renksiz p-nitrofenol, ¢cok yogun
bir sar1 renk gelistiren 4-nitrofenokside doniistiiriiliir. Yogunlugu,
numunedeki alkalin fosfatazin aktivitesi ile orantilidir. 405 nm’de

okutulmustur.

ALP Test Reaksiyonu

. . Alkalin fosfataz .
Nitro — fenilfosfat + H,O ——— > p — Nitrofenol + fosfat
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— LDH. Testin Prensibi: LDH’in, hidrojen alicist NAD’nin aracilik ettigi, L-
laktatin piruvata tersinir oksidasyonuna yol acan katalitik 6zelligi, LDH
aktivitesinin dl¢limiinde temel olarak kullanilir. Numunenin optik
yogunlugunu degistiren NADH iiretim hiz1 degerlendirilir. 340 nm’de
okutulmustur.

LDH Test Reaksiyonu

LDH
L — Laktat + NAD* « Piruvat + NADH + H*

— o-Amilaz. Testin Prensibi: a-Amilaz substrati (EPS-G7) ayirarak
oligosakkaritler iiretir, ardindan ikinci bir adimda a-Glukosidaz
oligosakkaritleri hidrolize ederek glikoz ve p-nitrofenol iiretir. 578 nm’de

okutulmustur.

Alfa-Amilaz Test Reaksiyonu

a—Amylase

SEPS — G7 + 5H,0 «— 2 Ethylidene — G5 + 2 G2PNP + 2Ethylidene
— G5+ 2 G3PNP + Ethylidene — G3 + G4APNP

a—Glucosidase

2 G2PNP + 2 G3PNP + GAPNP + 14H,0 «——— > 5PNP + 14 G

— Lipaz. Testin Prensibi: Kolorimetrik substrat 1,2-o-dilauril-rac-glisero-3-
glutarik asit-(6-metilresorufin)-ester, pankreatik lipaz tarafindan boliiniir ve
elde edilen dikarboksilik asit esteri, kromofor metilresorufini vermek iizere
alkalin test kosullar1 altinda hidrolize edilir. 580 nm'de renk olusum kinetigi

izlenir ve numunedeki lipaz aktivitesi ile orantilidir.

Lipaz Test Reaksiyonu
1.Adim
1,2 — 0 — Dilauryl — rac — glycero — glutaric acid(6 — methylresorufin ester)
Lipase
colipase

«——— 1,2 — 0 — Dilauryl — rac — glycerol + Glutaric acid
— (6 — methylresorufin) — ester
2. Adim

. . . kendiliginden bozulma) . .
Glutarik asit — (6 — methylresorufin) — ester — Glutarik asit

+ Metilresorufin
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— TP. Testin Prensibi: Biuret yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde
proteinler, alkali ¢ozeltide bakir iyonlar1 ile menekse mavisi bir renk
kompleksi olusturur. Bu renkli kompleksin absorbanst numunedeki protein

konsantrasyonuyla dogru orantili ve 540 nm’de okutulmustur.

— Albiimin. Testin Prensibi: Hafif asit pH’da bromkresol yesili varliginda,
serum albumini, indikatoriin sari-yesilden yesil-maviye olan bir renk
degisikligine neden olur. Mavi-yesil rengin yogunlugu, numunedeki alblimin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 578 nm’de okutulmustur.

—  Ure. Cihazda gerekli olan islemler yapilip elde edilen deger otomatik olarak
2,14 ile béliinmiis ve BUN degeri hesaplanmustir. Testin Prensibi: Ure,
amonyak ve karbondioksit tiretmek icin su ve lireaz varliginda hidrolize
edilir. Modifiye edilmis Berthelot reaksiyonunda amonyum iyonlari, yesil bir
boya olusturmak icin hipoklorit ve salisilat ile reaksiyona girer. Reaksiyon,

578 nm’de okutulmustur.

Ure test reaksiyonu
Ureaz
Ure + 2H,0* «—— 2NH; + CO3~

GLDH
NH + 2 — Okzoglutarat + NADH «— L — Glutamat + NAD* + H,0

— Kreatinin. Testin Prensibi: Kreatinin, bir alkalin pikrat ¢ozeltisi i¢cinde renkli
turuncu-kirmizi bir renk kompleksi olusturur. Doniisiim sirasinda sabit
zamanlarda absorbanstaki fark, numunedeki kreatinin konsantrasyonu ile

dogru orantilidir. 510 nm’de okutulmustur.

Kreatinin test reaksiyonu

Kreatinin + Pikrik asit —» Kreatinin pikrat kompleks

Serum ve Doku Pro-Enflamatuar Sitokinlerin Ol¢iimleri
Serum ve doku orneklerinde, IL-1B ve TNF-a sirasiyla (RayBiotech, Katalog
No: ELR-IL1b, Lot No: 092014072) ve (RayBiotech Katalog No: ELR-TNFa, Lot
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No: 0920190709) kitleriyle iiretici direktifleri dogrultusunda ¢ift tekrarli olacak

sekilde Enzim-Bagli Immiinosorbent Testi (ELISA) ile ¢alisildi.

IL-1p. Testin Prensibi: Sican IL-1 beta ELISA Kkiti, siganlara 6zgii IL-1pnin
kantitatif 6l¢limii i¢in in vitro enzim baglantili immiinosorbent testidir. Bu
testte, 96 kuyucuklu bir plaka tizerine kaplanmig IL-1f’ya 6zgii antikorlar
kullanilir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve numunede
bulunan IL-1f, immobilize edilmis antikor tarafindan kuyucuklara baglanir.
Kuyucuklar yikanir ve biyotinlenmis antiRatIL-1 antikoru eklenir.
Baglanmamis biyotinlenmis antikoru yikayarak uzaklastirdiktan sonra, Bayir
Turpu Peroksidazi (HRP) ile konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlenir.
Kuyucuklar tekrar yikanir ve TMB substrat soliisyonu eklenir ve baglanan
IL-1p miktar1 ile orantili olarak mavi renk gelisir. Durdurma soliisyonu mavi
rengini sartya dondiirlir ve rengin yogunlugu 450 nanometrede (nm) ol¢iiliir.
Reaktiflerin hazirlanmasi:

# Tim reaktifler ve drnekler kullanilmadan dnce oda sicakligina (18 —
25°C) getirildi.

+ Diliient A ve Diliient B: Bu test kitinde serum 6rneklerini diliie
etmek icin diliient A ve dokular diliie etmek i¢in diliient B olmak
tizere iki tane diliient vardi. Diluent A 6n hazirlik gerektirmeden
serum diliisyonu ve serum testleri i¢in standartlar1 hazirlamada
kullanildi. Diliient B ise bes kat oraninda distile su ile diliie edilerek
doku diliisyonu ve dokularin standartlart ile tiim test kitinin
reaktiflerinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

+ Orneklerin hazirlanmasi: Serum ve doku 6rnekleri yukarida
aciklananlara gore gerekli diliientlerle birlikte iki kat oraninda diliie
edildi.

+ Standart Soliisyonlari: Yedi adet standart (std1, std2, std3, std4,
std5, std6, std7) hazirlanmistir. 8. standart 0. standart (std0, 0 pg/ml)
olup bu standarttin hazirlanmasi i¢in sadece diliientler kullanilmistir.
Bu standart hazirlanirken 6rnek tipine gore diliientler yukarida
aciklandig1 sekilde se¢ilmistir. Standart protein igeren reaktif sigesinin
icerisine 50,000 pg/mL stok soliisyonu elde etmek i¢in 400 pL diliient

transfer edildi ve hafifce calkalanarak ¢ozeltinin iyice karigmasi



41

saglandi. 7 adet mikrosantrifiij tiiptine 260 pL diliient eklendi. Elde
edilen 50,000 pg/mL stok soliisyonundan IL-1 standartindan std2’yi
(20,000 pg/mL) olusturmak i¢in bu tiipiin igerisine 130 uL aktarildi ve
bu adima gore sirayla 6nceki tiipten ikinci tiipe 130 pL soliisyon

pipetlenerek seri dillisyon islemi gerceklestirildi.

Sekil 11

IL-1p i¢in Standart Hazirlama Prosediirii

130pl 130 130pl  130pl 130 130l

a0y 7

@ I

Std1 Std2 Std3 Stdd stds Std6 Std7 zero
Standard

Diluent | ltem C + 260 pi 260 pl 260 pl 260 pl 260 pl 260 il 260 pl
volume 400 pl H H v H H H H

Conc. 50000 16667 5556 1852 617.3 205.8 68.59 ||

pg/mil pg/mil pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi

0
pg/ml

+ Yikama Soliisyonu: 20 mL yikama soliisyonu tizerine 380 mL distile
su eklenerek yirmi kat seyreltildi.

+ Biyotinlenmis Saptayici antikor IL-1B: Biyotinlenmis anti-Rat IL-
1B antikoru dnceden diliie edilip hazirlanmis diltient B’den 100 uL
eklenerek seksen kat seyreltildi.

+ HRP-Streptavidin konsantresi: HRP-Streptavidin konsantre
flakonunu kullanmadan 6nce hafif¢e karistirmak icin pipetaj islemi
uygulandi. 200 pLL HRP-Streptavidin konsantresi, dnceden diliie edilip
hazirlanmis diluent B’den 40 mL eklenerek iki yiiz kat seyreltildi.

Deney prosediirii:

v Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.

v" Her standart ve 6rnekten 100 pL test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin iizeri kapatilarak hafif ¢alkalandi. Oda sicakliginda 2,5
saat inkiibe edildi.

v' Inkiibasyon islemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltild1 ve otomatik
yikama cihazi ile tiim kuyucuklara 300 pL yikama soliisyonu

eklenerek yikandi. Bu islem art arda dort kez tekrarlandi. Dordiincii
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yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagit tizerine
yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.

v Her kuyucuga 100 pL hazirlanmis biyotinlenmis antikor eklendi.
Hafifce calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

v" 1 saat inkiibasyondan sonra yikama islemi ayni sekilde tekrarlandi.

v Her kuyucuga 100 pL hazirlanmis Streptavidin soliisyonu eklendi ve
hafif¢ce ¢alkalanarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.

v’ 45 dakika inkiibasyondan sonra yikama islemi ayn1 sekilde
tekrarlandi.

v Her kuyucuga 100 pL 3,3,5,5"-tetramethylbenzidine (TMB) tek adimli
substrat reaktifi eklendi. Hafifce calkalanarak karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edidi.

v" 30 dakika inkiibasyondan sonra 50 uL durdurucu soliisyon tiim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon
okutuldu.

» Yikama islemi: MW-12A Mikroplaka yikayici, Mindray,
Shenzhen, Cin ve okuma islemi: MR-96A Mikroplaka
okuyucu, Mindray, Shenzhen, Cin otomatik cihazlar ile

yapilmistir.

TNF-a. Testin Prensibi: Sican TNF-a ELISA kiti, siganlara 6zgii TNF-
alfa'nin kantitatif 6l¢limii i¢in in vitro enzim baglantili immiinosorbent
testidir. Bu testte, 96 kuyucuklu bir plaka {izerine kaplanmis TNF-a’ya 6zgii
antikorlar kullanilir. Standartlar ve numuneler kuyucuklara pipetlenir ve
numunede bulunan TNF-a, immobilize edilmis antikor tarafindan
kuyucuklara baglanir. Kuyucuklar yikanir ve biyotinlenmis antiRatTNF-o
antikoru eklenir. Baglanmamig biyotinlenmis antikoru yikayarak
uzaklastirdiktan sonra, HRP ile konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlenir.
Kuyucuklar tekrar yikanir ve TMB substrat soliisyonu eklenir ve baglanan
TNF-a miktari ile orantili olarak mavi renk gelisir. Durdurma soliisyonu mavi
rengini sartya dondiiriir ve rengin yogunlugu 450 nanometrede (nm) dlciiliir.

Reaktiflerin hazirlanmasi:
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+ Tim reaktifler ve drnekler kullanilmadan dnce oda sicakligina (18 -

25°C) getirildi.

Diliient A ve Diliient B: Bu test kitinde serum 6rneklerini diliie
etmek i¢in diliient A ve dokular1 diliie etmek i¢in diliient B olmak
tizere iki tane diliient vardi. Diluent A 6n hazirlik gerektirmeden
serum diliisyonu ve serum testleri i¢in standartlar1 hazirlamada
kullanildi. Diliient B ise bes kat oraninda distile su ile diliie edilerek
doku diliisyonu ve dokularin standartlari ile tiim test kitinin
reaktiflerinin hazirlanmasi i¢in kullanild.

Orneklerin hazirlanmasi: Serum ve doku drnekleri yukarida
aciklananlara gore gerekli diliientlerle birlikte iki kat oraninda diliie
edildi.

Standart Soliisyonlari: Alti1 adet standart (std1, std2, std3, std4, stdS5,
std6) hazirlanmistir. 7. standart 0. standart (std0, 0 pg/mL) olup bu
standartin hazirlanmasi i¢in sadece diliientler kullanilmistir. Bu
standart hazirlanirken 6rnek tipine gore diliientler yukarida agiklandigi
sekilde seg¢ilmistir. Standart protein igeren reaktif sigesinin igerisine
400 pL diliient 100 ng/mL stok soliisyonu elde etmek i¢in transfer
edildi ve hafif¢e calkalanarak ¢ozeltinin iyice ¢oziinmesi saglandi. 6
adet mikrosantrifiij tiipiine 400 uL diltient eklendi. Elde edilen 100
ng/mL konstantrasyonundaki TNF-a standartindan std1’1 (20,000
pg/mL) olusturmak i¢in bu tiipiin icerisine 100 pL aktarildi. Std1’den
std2’ye 200 puL aktarildi ve bu adima gore sirayla onceki tlipten ikinci
tiipe 200 pL soliisyon pipetlenerek seri diliisyon islemi

gerceklestirildi.

TNF-o. i¢in Standart Hazirlama Prosediirii

100yl 200 pl 200 pl 200yl 200 ul 200 i

TS0 0N 0 0 7Y

slzlzl=l=l=l=

Zero
Std1 Std2 Std3 Std4. Std5 Std6 ‘[" Standard

Diluent Item C +
lvolume 400 i 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl ‘[" 400 pl

100 20000 6667 2222 740.7 || 246.9 82.3

[cone- ng/ml pg/ml pg/mil pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml |]| 0 pg/mi




44

+ Yikama Soliisyonu: 20 ml yikama soliisyonu lizerine 380 ml distile
su eklenerek yirmi kat seyreltildi.

+ Biyotinlenmis Saptayic1 Antikor TNF-a: Onceden diliie edilip
hazirlanmig diliient B’den 100 pL eklenerek seksen kat seyreltildi.

+ HRP-Streptavidin Konsantresi: HRP-Streptavidin konsantre
flakonu kullanimdan 6nce hafifce karistirilmak icin pipetlendi. 200 uLL
HRP-Streptavidin konsantresi, 6nceden diliie edilip hazirlanmis

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

Deney prosediirii:

v Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.

v" Her standart ve 6rnekten 100 pL test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin iizeri kapatilarak hafif ¢alkalandi. Oda sicakliginda 2,5
saat inkiibe edildi.

v' Inkiibasyon islemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltild1 ve otomatik
yikama cihazi ile tiim kuyucuklara 300 pL yikama soliisyonu
eklenerek yikandi. Bu islem art arda dort kez tekrarlandi. Dordiincii
yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagit lizerine
yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.

v Her kuyucuga 100 pL hazirlanmig biyotinlenmis antikor eklendi.
Hafif¢e calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

v' 1 saat inkiibasyondan sonra yikama islemi ayn1 sekilde tekrarlandi.

v Her kuyucuga 100 pL hazirlanmis Streptavidin soliisyonu eklendi ve
hafif¢ce ¢alkalanarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.

v" 45 dakika inkiibasyondan sonra yikama iglemi ayn1 sekilde
tekrarlandi.

v Her kuyucuga 100 pL TMB tek adimli substrat reaktifi eklendi.
Hafifce calkalanarak karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edidi.

v" 30 dakika inkiibasyondan sonra 50 uL durdurucu soliisyon tiim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon

okutuldu.
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» Yikama islemi: MW-12A Mikroplaka yikayici, Mindray,
Shenzhen, Cin ve okuma islemi: MR-96A Mikroplaka
okuyucu, Mindray, Shenzhen, Cin otomatik cihazlar ile

yapilmistir.

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

Serum ve doku 6rneklerinde, MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve TIMP-1 sirasiyla

(Elabscience, Katalog No: E-EL-R0617), (RayBiotech, Katalog No: ELR-MMP2),
(RayBiotech, Katalog No: ELR-MMPS) (Raybiotech, Katalog No: ELR-TIMP1)

kitleriyle iiretici direktifleri dogrultusunda ¢ift tekrarli olacak sekilde sandvig-ELISA

metoduyla calisildi.
Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP-1. Testin Prensibi: Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, sican
MMP-1"e 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve numuneler,
uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antikor ile
birlestirilir. Ardindan, sigan MMP-1 ve Avidin HRP konjugatina 6zgii
biyotinlenmis tespit antikorlari, her bir mikro plaka kuyucuguna art arda
eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra serbest bilesenler yikanir. Daha
sonra her kuyucuga substrat reaktifi eklenir, sadece Sigan MMP-1,
biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugat1 igeren kuyucuklar
mavi renkte goriiniir. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonu
eklenerek sonlandirilir ve renk sariya doner. Sigan MMP-1 konsantrasyonlar
optik yogunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.
Reaktiflerin hazirlanmasi:
+ Tim reaktifler ve ornekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.
+ Yikama Soliisyonu: 30 mL yikama soliisyonu tizerine 720 mL distile
su eklenerek yirmi bes kat seyreltildi.
+ Referans Standart ve Numune Seyreltici: On hazirliga gerek yok.
+ Standart Soliisyonlari: Standart 10.000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi. 1,0 mL Referans Standart ve Numune Seyreltici eklendi
santrifiij edilen standarta eklendi, 10 dakika bekletildi ve birkag kez
ters ¢evrildi. Tamamen eridikten sonra ise pipetle iyice pipetasyon

yapilarak karistirildi. Bu sulandirma ile, 10 ng/mL’lik stok soliisyonu
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elde edilmis oldu. Daha sonra 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,31, 0,16, 0
ng/mL olacak sekilde seri diliisyon yapildi.

Seri diliisyon yontemi: 7 mikrosantrifiij tlipii icerisine 500 uLL
Referans Standart & Ornek Seyreltici eklendi eklendi. 1k tiipe 500 puL
10 ng/mL stok soliisyonu pipetlendi ve 5 ng/mL stok soliisyonu elde
etmek icin karistirildi. Bu adima gore sirayla dnceki tiipten ikinci tiipe

500 pL soliisyon pipetlendi.

Sekil 13

MMP-1 i¢in Standart Hazirlama Prosediirii

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

' Ve U Ve Ve U

Rceflerence
Standard

E"“
]
S 2:5 1.25 0.63

10 031 0.16 0

+ Biyotinlenmis Saptayici1 Antikor Soliisyonu: Kullanmadan 6nce
stok tiipii santrifiijlendi ve Biyotinlenmis Saptayic1 Antikor Seyreltici
ile yiiz kat oraninda seyreltildi.

+ HRP-Streptavidin Konsantre Soliisyonu: HRP-Streptavidin
konsantresi HRP-Streptavidin konsantre diliienti ile yliz kat oraninda
distile su ile seyreltidi.

Deney Prosediirii:

v Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligmna (18 -
25°C) getirildi.

v’ Her standart ve ornekten 100 ul test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin lizeri kapatilarak hafif calkalandi. 37°C’de 2,5 saat
inkiibe edildi.

v Inkiibasyon iglemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltildi ve 100 pL
Biyotinlenmis Saptayict Antikor eklenerek mikroplakanin {izeri

kapatildi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Ucgiincii yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagt
izerine yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.
Yikama islemi ardindan her kuyucuga 100 pL hazirlanmig HRP
konjugat1 eklendi. Hafifce ¢alkalanarak 37°C’de 30 dakika inkiibe
edildi.
Inkiibasyondan sonra yikama islemi bir dncekiyle aymi sekilde
tekrarlandi. Fakat bu basamakta yikama sayis1 farkli olarak {i¢ degil
bes kez yikanmastir.
Yikama igleminden sonra her kuyucuga 90 uL. TMB Substrat Reaktifi
eklenerek 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
15 dakika inkiibasyondan sonra 50 pL durdurucu soliisyon tiim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon
okutuldu.
» Etiiv: MEGA-TERM E-420 P, Hasvet, Yikama islemi: MW-
12A, Mikroplaka yikayici, Mindray, Shenzhen, Cin, Okuma
islemi: MR-96A Mikroplaka okuyucu, Mindray, Shenzhen,

Cin otomatik, otomatik cihazlari ile yapilmstir.

MMP-2. Testin Prensibi: Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, sigan

MMP-2’ye 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve

numuneler, uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik

antikor ile birlestirilir. Ardindan, sigan MMP-2 ve Avidin HRP konjugatina

0zgii biyotinlenmis tespit antikorlari, her bir mikro plaka kuyucuguna art arda

eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra serbest bilesenler yikanir. Daha

sonra her kuyucuga substrat reaktifi eklenir, sadece Sigan MMP-2,

biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugat1 igeren kuyucuklar

mavi renkte goriiniir. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonu

eklenerek sonlandirilir ve sari renkte goriiniir. Sican MMP-2

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

boyunda 0lgiiliir.

Reaktiflerin hazirlanmasi:

+ Tim reaktifler ve ornekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina (18 -

25°C) getirildi.
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+ Test diliienti: Serum ve doku drneklerini diliie etmek tlizere bes kat
oraninda distile su ile diliie edildi.

+ Orneklerin hazirlanmasi: Serum ve doku drnekleri hazirlanan test
diliienti ile ii¢ kat diliie edildi.

+ Standart Soliisyonlari: Yedi adet standart (std1, std2, std3, std4,
std5, std6, std7) hazirlanmistir. 8. standart 0. standart (std0, O pg/ml)
olup bu standarttin hazirlanmasi i¢in sadece diliientler kullanilmistir.
Standart protein igeren reaktif sisesinin igerisine 150 ng/mL stok
sollisyonu elde etmek i¢in daha 6nceden hazirlanan test diliientinden
600 uL transfer edildi ve hafif¢ce calkalanarak ¢ozeltinin iyice
karismasi saglandi. 7 adet mikrosantrifiij tiiptine 300 pL diliient
eklendi. Elde edilen 150 ng/mL stok soliisyonundan std2’yi (60
ng/mL) olusturmak i¢in bu tiipiin i¢erisine 200 pL aktarildi ve bu
adima gore sirayla Onceki tiipten ikinci tiipe 200 pL soliisyon

pipetlenerek seri diliisyon islemi gerceklestirildi.

Sekil 14
MMP-2 i¢cin Standart Hazirlama Prosediirii

200pl 200 200pl  200p 200 pl 200 pl

a0y

Zero
| " Std1 " Std2 H Std3 H Std4 " Stds " Stdé " Std7 H” Standard
5:5??2 ”ss’gocl_lr 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl I“ 300 pl
Conc. 150 60 ng/mi || 24 ng/mi 9.600 3.840 1.536 0.614 0
ng/ml ng/mi ng/ml ng/mil ng/ml ng/mil

+ Yikama Soliisyonu: 20 mL yikama soliisyonu tizerine 380 ml distile
su eklenerek yirmi kat seyreltildi.

+ Biyotinlenmis Saptayic1 Antikor Soliisyonu: Onceden diliie edilip
hazirlanmis test diliientinden 100 puL eklenerek seksen kat seyreltildi.

+ HRP-Streptavidin Konsantre Soliisyonu: HRP-Streptavidin
konsantre flakonunu kullanmadan 6nce hafifce karigtirmak i¢in
pipetlendi. 200 pL. HRP-Streptavidin konsantresi, dnceden diliie edilip

hazirlanmis test diliientinden 40 mL eklenerek iki yiiz kat seyreltildi.
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Deney prosediirii:

v

Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.
Her standart ve 6rnekten 100 pL test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin iizeri kapatilarak hafif ¢alkalandi. Oda sicakliginda 2,5
saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon islemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltildi ve otomatik
yikama cihazi ile tiim kuyucuklara 300 pL yikama soliisyonu
eklenerek yikandi. Bu islem art arda dort kez tekrarlandi. Dordiincii
yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagit lizerine
yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.
Her kuyucuga 100 pL hazirlanmig biyotinlenmis antikor eklendi.
Hafif¢e calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
1 saat inkiibasyondan sonra yikama islemi ayni sekilde tekrarlandi.
Her kuyucuga 100 pL hazirlanmig Streptavidin soliisyonu eklendi ve
hafifce calkalanarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.
45 dakika inkiibasyondan sonra yikama islemi ayni sekilde
tekrarlandi.
Her kuyucuga 100 uLL TMB tek adimli substrat reaktifi eklendi.
Hafif¢e calkalanarak karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edidi.
30 dakika inkiibasyondan sonra 50 pL durdurucu soliisyon tiim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon
okutuldu.
» Yikama islemi: MW-12A Mikroplaka yikayici, Mindray,
Shenzhen, Cin ve okuma islemi: MR-96A Mikroplaka
okuyucu, Mindray, Shenzhen, Cin otomatik cihazlar ile

yapilmigtir.

— MMP-8. Testin Prensibi: Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, sigan

MMP-8’e 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve numuneler,
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uygun mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antikor ile
birlestirilir. Ardindan, sigan MMP-8 ve Avidin HRP konjugatina 6zgii
biyotinlenmis tespit antikorlari, her bir mikro plaka kuyucuguna art arda
eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra serbest bilesenler yikanir. Daha
sonra her kuyucuga substrat reaktifi eklenir, sadece Sigan MMP-§,
biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugat1 igeren kuyucuklar
mavi renkte goriiniir. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonu
eklenerek sonlandirilir ve sari renkte goriiniir. Sican MMP-8
konsantrasyonlar optik yogunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga

boyunda 0lgiiliir.

Reaktiflerin hazirlanmasi:

+ Tim reaktifler ve drnekler kullanilmadan dnce oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.

4+ Test Diliienti: Bu test kitinde serum 6rneklerini diliie etmek i¢in
diliient A ve dokular diliie etmek i¢in diliient B olmak {izere iki tane
diliient vardi. Diluent A 6n hazirlik gerektirmeden serum diliisyonu ve
serum testleri i¢in standartlar1 hazirlamada kullanildi. Diliient B ise
bes kat oraninda distile su ile diliie edilerek doku diliisyonu ve
dokularin standartlari ile tiim test kiti reaktiflerinin hazirlanmasi i¢in
kullanildi.

+ Orneklerin hazirlanmasi: Serum ve doku érnekleri uygun test
diltintleri ile ile yiiz kat diliie edildi.

+ Standart Soliisyonlari: Alt1 adet standart (std1, std2, std3, std4, std5,
std6) hazirlanmistir. 7. standart 0. standart (std0, O pg/mL) olup bu
standartin hazirlanmasi i¢in sadece diliientler kullanilmistir. Bu
standart hazirlanirken 6rnek tipine gore diliientler yukarida agiklandig:
sekilde sec¢ilmistir. Standart protein igeren reaktif sisesinin igerisine
400 pL diliient 200 ng/mL stok soliisyonu elde etmek i¢in transfer
edildi ve hafifce calkalanarak ¢6zeltinin iyice ¢oziinmesi saglandi. 7
adet mikrosantrifiij tliptine 400 pL diliient eklendi. Elde edilen 100
ng/mL konstantrasyonundaki MMP-8 standartindan std1’i (40 ng/mL)
olusturmak i¢in bu tiipiin i¢erisine 100 pL aktarildi. Std1°den std2’ye
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200 pL aktarildi ve bu adima gore sirayla dnceki tiipten ikinci tiipe

200 pL soliisyon pipetlenerek seri diliisyon igslemi gergeklestirildi.

Sekil 15
MMP-8 i¢in Standart Hazirlama Prosediirii

100yl 200 pl 200 pl 200 ul 200 yl 200 pl 200 i

a0 0> 0> T 7

slslslzlslsl=l=N=

Zero
Standard

Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Stdé Std7

Diluent Item C+
volume 400 pl

200 40 13.3 4.44 1.48 0.49 0.16 0.05
ng/ml ng/ml || ng/ml || ng/ml || ng/ml || ng/ml || ng/ml || ng/ml

400 || 400 || 400 || 400p || 400p || 400 || 400p 400 pl

0 ng/ml

|Conc.

+ Yikama Soliisyonu: 20 mL yikama soliisyonu tizerine 380 mL distile
su eklenerek yirmi kat seyreltildi.

+ Biyotinlenmis Saptayic1 Antikor Soliisyonu: Onceden diliie edilip
hazirlanmis test diliientinden 100 pL eklenerek seksen kat seyreltildi.

+ HRP-Streptavidin Konsantre Soliisyonu: HRP-Streptavidin
konsantre flakonunu kullanmadan 6nce hafifce karigtirmak i¢in
pipetlendi. HRP-Streptavidin konsantresi, dnceden diliie edilip

hazirlanmis test diliienti ile yiiz altmis kat seyreltildi.

v Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.

v’ Her standart ve ornekten 100 uL test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin iizeri kapatilarak hafif ¢alkalandi. Oda sicakliginda 2,5
saat inkiibe edildi.

v' Inkiibasyon islemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltild1 ve otomatik
yikama cihazi ile tiim kuyucuklara 300 pL yikama soliisyonu
eklenerek yikandi. Bu islem art arda dort kez tekrarlandi. Dordiincii
yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagit tizerine
yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.

v Her kuyucuga 100 pL hazirlanmis biyotinlenmis antikor eklendi.
Hafif¢e calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

v" 1 saat inkiibasyondan sonra yikama igslemi ayni sekilde tekrarlandi.
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v Her kuyucuga 100 puL hazirlanmis Streptavidin soliisyonu eklendi ve
hafifce calkalanarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.

v’ 45 dakika inkiibasyondan sonra yikama islemi ayn1 sekilde
tekrarlandi.

v Her kuyucuga 100 uLL TMB tek adimli substrat reaktifi eklendi.
Hafif¢e calkalanarak karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edidi.

v’ 30 dakika inkiibasyondan sonra 50 uL durdurucu soliisyon tiim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon
okutuldu.

» Yikama islemi: MW-12A Mikroplaka yikayici, Mindray,
Shenzhen, Cin ve okuma islemi: MR-96A Mikroplaka
okuyucu, Mindray, Shenzhen, Cin otomatik cihazlar ile

yapilmistir.

TIMP-1
Testin Prensibi: Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, sigcan TIMP-1’e
0zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve numuneler, uygun mikro
ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Ardindan,
sican TIMP-1 ve Avidin HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis tespit antikorlari, her
bir mikro plaka kuyucuguna art arda eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
serbest bilesenler yikanir. Daha sonra her kuyucuga substrat reaktifi eklenir, sadece
Sican TIMP-1, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati i¢ceren
kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Enzim substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonu
eklenerek sonlandirilir ve sar1 renkte goriiniir. Sigan TIMP-1 konsantrasyonlar optik
yogunluk (OD), spektrofotometri ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.
Reaktiflerin hazirlanmasi:
+ Tim reaktifler ve ornekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.
+ Test Diliienti: Bu test kitinde serum 6rneklerini diliie etmek igin
diliient A ve dokular diliie etmek i¢in diliient B olmak {izere iki tane
diltient vardi. Diluent A 6n hazirlik gerektirmeden serum diltisyonu ve

serum testleri i¢in standartlar1 hazirlamada kullanildi. Diliient B ise
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bes kat oraninda distile su ile diliie edilerek doku diliisyonu ve
dokularin standartlar ile tiim test kiti reaktiflerinin hazirlanmasi igin
kullanildi.

+ Orneklerin hazirlanmasi: Serum ve doku 6rnekleri uygun test
diliintleri ile ile otuz kat diliie edildi.

+ Standart Soliisyonlari: Sekiz adet standart (std1, std2, std3, std4,
std5, std6) hazirlanmistir. Sekizinci strandart 0. standart (std0, 0
pg/mL) olup bu standartin hazirlanmasi i¢in sadece diliientler
kullanilmistir. Bu standart hazirlanirken 6rnek tipine gore diliientler
yukarida aciklandigi sekilde se¢ilmistir. Standart protein igeren reaktif
sisesinin igerisine 400 uL diliient 50 ng/mL stok soliisyonu elde etmek
icin transfer edildi ve hafifce ¢alkalanarak ¢6zeltinin iyice ¢oziinmesi
saglandi. 7 adet mikrosantrifiij tiipiine 400 pL diliient eklendi. Std1°1
elde etmek i¢in ise sadece bu mikrosantrifiij tiipii igerisine 470 puL
diltient eklenmistir. Elde edilen 50 ng/mL konsantrasyonundaki
TIMP-1 standartindan std1’1 (3000 pg/mL) olusturmak i¢in bu tiipiin
icerisine 30 pL aktarildi. Std1’den std2’ye 200 pL aktarildi ve bu
adima gore sirayla Onceki tiipten ikinci tiipe 200 pL soliisyon

pipetlenerek seri diliisyon islemi gergeklestirildi.

Sekil 16
TIMP-1 i¢in Standart Hazirlama Prosediirii

30yl 200pl 200 pl 200 pl 200 pl 200l 200 pl

> TS0 TS T T

stslslzl=l=l=1=0=

Zero
Standard

Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Std6 Std7

Diluent Item C+

holume 400 4l 470 pl 400 pl 400l || 400 pi 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl

3000 |f 1000 |/ 333.3 || 111.1 37 12.3 41
pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml

IConc. 50 ng/mi 0 pg/ml

+ Yikama Soliisyonu: 20 mL yikama soliisyonu iizerine 380 mL distile
su eklenerek yirmi kat seyreltildi.
+ Biyotinlenmis Saptayic1 Antikor Soliisyonu: Onceden diliie edilip

hazirlanmis test diliientinden 100 pL eklenerek seksen kat seyreltildi.
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HRP-Streptavidin Konsantre Soliisyonu: HRP-Streptavidin
konsantre flakonunu kullanmadan 6nce hafifce karigtirmak i¢in
pipetlendi. HRP-Streptavidin konsantresi, dnceden diliie edilip
hazirlanmis test diliienti ile dort yiiz kat seyreltildi.
Deney prosediirii:
Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 -
25°C) getirildi.
Her standart ve 6rnekten 100 pL test kuyucuklarina eklendi ve
mikroplakanin iizeri kapatilarak hafif ¢alkalandi. Oda sicakliginda 2,5
saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon islemi ardindan tiim kuyucuklar bosaltildi ve otomatik
yikama cihazi ile tiim kuyucuklara 300 pL yikama soliisyonu
eklenerek yikandi. Bu islem art arda dort kez tekrarlandi. Dordiincii
yikama sonunda mikroplaka ters ¢evrilerek temiz emici kagit tizerine
yavasca vurularak kurulandigindan emin olundu.
Her kuyucuga 100 pL hazirlanmis biyotinlenmis antikor eklendi.
Hafif¢e calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
1 saat inkiibasyondan sonra yikama islemi ayni1 sekilde tekrarlandi.
Her kuyucuga 100 pL hazirlanmig Streptavidin soliisyonu eklendi ve
hafif¢ce ¢alkalanarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.
45 dakika inkiibasyondan sonra yikama islemi ayni sekilde
tekrarlandi.
Her kuyucuga 100 uLL TMB tek adimli substrat reaktifi eklendi.
Hafifce calkalanarak karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edidi.
30 dakika inkiibasyondan sonra 50 pL durdurucu soliisyon tim
kuyucuklara eklenerek reaksiyon durdurulup deney sonlandirildi ve
mikroplaka okuyucusu ile 450 nm’de kuyucuklarda olusan reaksiyon
okutuldu.
» Yikama islemi: MW-12A Mikroplaka yikayici, Mindray,
Shenzhen, Cin ve okuma islemi: MR-96A Mikroplaka
okuyucu, Mindray, Shenzhen, Cin otomatik cihazlar ile

yapilmistir.
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Dokularda Antioksidan Enzimler ve Lipid Peroksidasyon Ol¢iimleri
Antioksidan Enzimler

Dokularda antioksidan enzimlerden GPx ve SOD aktiviteleri ile lipid
peroksidasyon belirteci olan MDA diizeyleri 6l¢lilmiistiir.
Dokularda Antioksidan Enzimler

Bu enzimler otomatik BS-240 VET Klinik Kimya Analizoriinde ¢ift tekrarl
olacak sekilde (Mindray, Shenzhen, Cin) ¢alisilmistir.

— GPx. GPx aktiviteleri RANSEL RS505, Randox Laboratories Ltd., Crumlin,
County Antrim, England kullanima hazir test kiti kullanilarak 6l¢iildii.

Testin Prensibi: GPx, oksitlenmis GSH'ye (GSSG) glutatyon (GSH)-
kiimen hidroperoksit reaksiyonunu katalize eder. GSSG, indirgenmis
NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR) arasindaki reaksiyon ile nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADP+) tiretilir. GPx aktivite seviyesi dolayli
olarak NADP+ seviyesindeki artigla 6l¢tilmiistiir.

— SOD. SOD aktiviteleri RANSOD SD125, Randox Laboratories Ltd.,
Crumlin, County Antrim, England kullanima hazir test kiti kullanilarak
ol¢iildii.

Testin Prensibi: Siiperoksit radikalleri, ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan tiretilir. Siiperoksit radikalleri, kirmiz1 bir formazan boyasi
olusturmak igin 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum
kloriir (I.N.T.) ile reaksiyona girer, SOD ise siiperoksit radikal aktivitesini
inhibe eder. Dolayistyla bu analizde, bir birim SOD aktivitesi, LN.T. nin
%50 inhibisyonuna neden olan SOD miktartyda.

MDA

MDA, TBARS Deney Kiti, Ref No: 10009055, Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI, USA ile analiz edilmistir. Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi 4. Kat
Biyokimya Laboratuvari’nda VersaMax Tunable mikroplaka okuyucu (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) ile Ol¢lilmiistiir.
Testin Prensibi: MDA ve Tiyobarbitiirik Asit’in (TBA) yiiksek sicaklik (90-100°C)
ve asidik kosullar altinda reaksiyonuyla olusan MDA-TBA eklentisi florometrik
olarak 530 nm dalga boyunda 6lgiiliir.

Reaktiflerin, Orneklerin ve kullanilacak cihazlarin hazirlanmast:
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TBA, TBA Malondialdehit Standart ve TBA SDS Soliisyonu kullanima hazir
olan reaktiflerdi.

TBA Asetik Asit: 2 adet 20 mL seklinde olan bu flakonlar toplamda 40 mL
olacak sekilde 160 mL distile suyun igerisine dokiiliip seyreltidi ve daha
sonra renk reaktifini hazirlamak icin kullanildi.

TBA Sodyum Hidroksit: 20 mL TBA Sodyum Hidroksiti 180 mL distile
suyla seyreltildi ve bu seyreltilmis ¢ozelti, renk reaktifinin hazirlanmasinda
kullanildi.

Renk Reaktifinin Hazirlanmasi: 530 mg TBA analitik terazi ile tartild1 ve
50 mL seyreltilmis TBA Asetik Asit Soliisyonu igeren 200 mL behere
eklendi. Uzerine 50 mL seyreltilmis TBA Sodyum Hidroksit eklendi ve TBA
tamamen eriyene kadar karigtirildi.

Su Banyosu Cihazi: Reaktifleri hazirlamaya baslarken deneyi baglatma
zamanina kadar cihaz 90-100°C’ye gelmesi i¢in ¢alistirildi.

Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi: Doku Homojenizasyonu boliimiinde
acgiklanmustir.

Deney Prosediirii:

v Deneyde 5 mL cam deney tiipleri kullanilmistir. Her deney
tiipti 0rneklere (¢ift tekrarli) uygun olarak isimlendirildi.

v Deney tiiplerine 100 uL 6rnek ve standart eklendi.

v" Ornek ve standartlardan sonra 100 pL SDS Soliisyonu eklendi
ve karistirildi.

v" 4 mL Renk Reaktifi eklendi.

v' Deney tiipleri kapaklandi ve kaynatma sirasinda dik
kalabilmeleri icin yliksek sicakliga dayanakli bir tutucuya
yerlestirildi.

v" Deney tiipleri tutucuyla birlikte sicak su banyosuna
yerlestirildi ve 1 saat inkiibe edildi.

v' 1 saat sonra deney tiipleri su sicak banyosundan ¢ikarildi ve
reaksiyonu durdurmak i¢in 10 dakika buz banyosuna konuldu.

v" 10 dakika sonra deney tiipleri +4°C’de 1,600 x g’de 10 dakika
santrifiijlendi ve her deney tiipii siipernatanlarindan 300 pL

almarak mikroplakalara konulup 530 nm’de okutuldu.



Histopatolojik Degerlendirme

Deney siiresinin hemen ardindan elde edilen dokular (mide, ince bagirsak,
karaciger ve bobrek) %10’luk n6tr formalinde 48 saat fikse edildi, ylikselen alkol
serilerinde dehidre edildi ve parafin mumu i¢ine gomiildii. Dokulardan 5 pm
kalinliginda kesitler alinarak rutin hematoksilen eozin boyamasi yapildi. Kesitler,
Olympus BX50 fotomikroskop (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanilarak

histopatolojik olarak incelendi.

Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism yazilim1 (versiyon 7,04, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) kullanilarak yapilmistir. Tiim veriler ortalama +
standart sapma (ortalama + SD) olarak ifade edildi. Veri gruplarini karsilastirmak
i¢in bir varyans analizi (ANOVA) kullanild1 ve bunlar daha sonra Tukey’nin ¢oklu
karsilastirma testleri kullanilarak incelendi. p < 0,05’lik bir fark istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BOLUM IV
Bulgular ve Yorumlar
Bu boliimde ¢alisma sorularina yonelik toplanan veriler 1s1ginda ulagilan

bulgulara deginilmektedir.

Serum Enzim Aktiviteleri ve Metabolit Konsantrasyonlari

Serum ALT, AST, ALP, LDH, amilaz, lipaz aktiviteleri U/L olarak ve
metabolit konsantrasyonlart BUN ve kreatinin mg/dL olarak; alblimin ve TP g/dL
olarak Tablo 1°de, Sekil 17 ve Sekil 18’de gosterilmektedir.

Serum metabolitlerinden Albiimin ve TP konsantrasyonlar1 deney gruplari
arasinda karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmadi (p > 0,05).

BUN degerlerinin karsilastirmasinda kontrol ve NAC gruplari arasinda
anlaml bir fark goriilmemistir (p > 0,05). CPT-11 grubu kontrol ve NAC gruplariyla
kiyaslandiginda BUN degerinin 6nemli 6lgiide arttig tespit edildi (sirasiyla p <
0,0001, p <0,001).

Kreatinin konsantrasyonlar1 kiyaslamasinda kontrol ve NAC gruplar1 arasinda
anlaml bir fark goriilmemistir (p > 0,05). CPT-11 grubu ile kontrol grubu arasinda
CPT-11 grubu konsantrasyonlarinin artmasiyla énemli degisiklikler kaydedildi (p <
0,0001). CPT-11 grubunun NAC grubuyla karsilastirilmasinda da énemli farkliliklar
bulunmus ve kreatinin degerleri NAC grubunda diismiistiir (p < 0,0001). Kreatinin
konsantrasyonlarinin CPT-11+NAC grubuyla CPT-11 arasinda yapilan kiyaslamada
ise CPT-11+NAC grubu konsantrasyonlarinin CPT-11"e gére 6nemli 6l¢iide diistiigii
kaydedilmistir (p < 0,001).

Serum enzimleri amilaz ve lipaz ile yapilan ¢alismalarda hi¢bir grupta
anlamli farklilik bulunamamistir (p > 0,05).

ALT aktiviteleri CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapilan
karsilagtirmalarinda iki grupta da anlamli farkliliklar kaydedilmistir (p < 0,0001).
CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karsilastirilmasinda ise anlamli aktivite
degisiklikleri bulunmustur (p < 0,0001).

AST aktivitelerinde kontrol ve NAC gruplar1 arasinda anlamli farklilik
yoktur. (p > 0,05). CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapilan
karsilastirmalarinda iki grupta da anlamli farkliliklar kaydedilmistir (p < 0,0001).
Fakat, CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karsilastirilmasinda ise anlaml1 aktivite
degisiklikleri bulunmustur (p < 0,01).
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LDH aktiviteleri CPT-11 grubunun kontrol ve NAC grubuyla yapilan

karsilagtirmalarinda iki grupta da anlamli farkliliklar kaydedilmistir (p < 0,0001).

CPT-11+NAC grubunun CPT-11 ile karsilagtirilmasinda da anlamli aktivite

degisiklikleri bulunmustur (p < 0,0001). Kontrol ve NAC gruplar1 arasinda ise

anlamli bir aktivite degisikligi olmamistir (p > 0,05).

Tablo 1

Sican Serum Enzimlerinin Ve Metabolitlerinin Degisiklikleri (ortalama + SD).

Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC

Albumin

3,25+0,25 3,27+0,23 3,17+0,25 291+0,34
(g/dL)
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 £ 57,471t 153,00 +43,78%
ALT (U/L) 4736 11,27 74,58 £ 13,51 157,80 £ 29,16 ft 85,91 +20,13™888§
AST (U/L) 60,69 + 23,30 63,82 +£20,94 140,80 + 23,23 ft 84,40 £+ 19,598
LDH (U/L) 398,00 + 140,00 727,00 + 161,00 2392,00 + 817,00 111t 901,00 + 236,008
BUN (mg/dL) 12,97 £2,32 14,87 £3,02 23,49 + 3,68 1t 17,86 +2,60"F
Kreatinin e

0,47 +0,13 0,51 +0,15 1,06 +£0,19™" Tt 0,56 + 0,10%888
(mg/dL)
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 2733 +528

*p <0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 ****p < 0,0001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 1 p <0,05 f1p < 0,01
F11p < 0,001 $1+p <0,0001 NAC grubuyla karsilastirildiginda; § p < 0,05 §§ p <0,01 §§§ p < 0,001 §§§§ p <
0,0001 CPT-11 grubuyla karsilastirildiginda.
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Sekil 17

Serum Metabolitlerinin Konsantrasyonlar

(* p<0,05, ¥ p <0,01, ¥** p < 0,001 **** p <0,0001, ns: anlamh degil)
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Sekil 18

Serum Enzim Aktivite Diizeyleri

(* p<0,05, ¥ p <0,01, ¥** p < 0,001 **** p <0,0001, ns: anlamh degil)
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Doku Antioksidan Enzimlerinin Aktiviteleri ve MDA Konsantrasyonu

Mide, ince bagirsak, karaciger ve bobrek doku homojenatlarindaki GPx ve
SOD aktiviteleri ve MDA konsantrasyonlari, Sekil 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 gruplarinda, CPT-11’in uygulanmasi, tiim doku
homojenatlarinin CPT-11 gruplarinda GPx ve SOD ekspresyonunu énemli dl¢iide
azaltt1 (p < 0,05 —0,001). Ayrica CPT-11+NAC gruplarinin GPx (ince bagirsak,
karaciger, bobrek) ve SOD (mide, bobrek) seviyeleri kontrol ve NAC gruplarinin
seviyelerine yiikselmis ve CPT-11 grubundan anlamli olarak farkli bulunmustur (p <
0,05 -0,001).

Bununla birlikte, CPT-11+NAC grubundaki GPx (mide, bobrek) ve SOD
(ince bagirsak, karaciger) seviyeleri, CPT-11 grubuna kiyasla artmistir (p < 0,05 —
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0,01), ancak kontrol grubuyla karsilastirildiginda biiytik bir fark kalmistir. (p < 0,05
—0,01).

Ayrica CPT-11+NAC gruplarinin MDA diizeylerinde CPT-11 grubuna gore
belirgin fark vardi (p < 0,01 —0,001) ve tiim dokularda MDA seviyeleri kontrol ve
NAC gruplari seviyelerine yiikseldi.

Tablo 2
Sicanlarin Dokularindaki GPx, SOD Aktivitelerindeki Ve MDA

Konsantrasyonundaki Degisiklikler (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 7777 0,44 +0,07"78

ince Bagirsak 0,49+0,16 0,34+0,11 0,10 + 0,037 0,32 +0,08%

Karaciger 0,70 + 0,19 0,69 + 0,20 0,19 +0,07™77 0,44+ 0,07"

Bobrek 0,68 £0,15 0,55+0,18 0,20 + 0,05 777 0,43 £0,06"%
SOD (U/mg Protein)

Mide 1,14+0,18 0,96 £ 0,10 0,66 + 0,32 1,15+ 0,228

ince Bagirsak 0,71 +£0,15 0,64 +0,13 0,25 + 0,06 7777 0,45 +0,03"78

Karaciger 0,52+ 0,17 0,53 +0,18 0,18 + 0,04 7777 0,41 +0,09™"73

Bébrek 0,35+0,10 0,36 0,11 0,10 + 0,02 777 0,23 +£0,04%
MDA (nmol MDA/mg Protein)

Mide 1,21 +£0,34 1,39 +£0,38 3,92 + 1,20 777 2,26 £ 0,56%%

ince Bagirsak 1,09 + 0,41 1,03 + 0,44 2,72 + 0,605 7777 1,42 + 0,46

Karaciger 1,50 + 0,47 1,24+ 0,50 4,70 £ 1,3757777 2,49 +0,37%%

Bébrek 1,80+ 0,27 1,84 £ 0,34 3,57 £ 0,807 2,11 £ 0,608

*p<0,05**p<0,01 *¥**p<0,001 **** p <0,0001 kontrole kiyasla; T p <0,05 7 p <0,01 §+fp <
0,001 111 p <0,0001 NAC ile karsilastirildiginda; § p < 0,05 §§ p <0,01 §§§ p <0,001 §§§§ p <
0,0001 CPT-11 ile karsilastirildiginda.



Sekil 19

Deney Gruplarinda Mide, Ince Bagirsak, Karaciger Ve Bébrek Dokularinmin GPx,
SOD Ve MDA Diizeyleri

. . i Babrek
Mide ince Bagirsak Karaciger obrel
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S0D (Ufmg Protein)
50D (uimg Protein)
S0D (Uimg Protein)
‘SOD (Wimg Protein)

Serum ve Dokularda IL-1p ve TNF-a Diizeyleri

Sekil 20’de serum ve doku homojenat (mide, ince bagirsak, karaciger ve
bobrek) IL-1B ve TNF-a seviyeleri gosterilmekte ve konsantrasyonlar serumda
pg/mL ve doku homojenatlarinda pg/mg Protein olarak ifade edilmektedir.

CPT-11 gruplarinda, CPT-11 uygulamasi, hem kontrol hem de NAC (p <
0,05 —0,0001) gruplari ile karsilastirildiginda, IL-18 ve TNF-a konsantrasyonunu
hem serum hem de tiim doku homojenatlarinda 6nemli 6l¢iide artirda.

Serum ve tiim doku homojenatlarindaki IL-1p ve TNF-a seviyeleri, CPT-
11+NAC grubunda CPT-11 grubu ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide azald1 (p <
0,05 -0,001).

Ancak kontrol ve NAC deney gruplari arasinda serum ve tiim doku

homojenatlarinda anlamli bir fark gézlenmedi.
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Tablo 3

Siganlarin Serum Ve Dokularindaki IL-15 Ve TNF-a Seviyelerindeki Degisiklikler

(ortalama £ SD).

64

Kontrol NAC CPT-11

CPT-11+NAC

IL-1P (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein)

134,00 = 162,10 £51,94 311,80 +77,16™" 152,50 + 39,107
Serum s
41,75 Al
Mide 255,80 + 275,30 £ 89,78 936,80 + 581,60 + 132,204
134,30 357,00 11t
Ince Baglrsak 42,10 + 18,27 48,19 + 14,48 80,71 + 23,95**’ i 50,04 + 15’52§
Karaciser 239,20 + 257,70 £ 64,60 487,80 + 93,62 350,50 + 75,14%
& 95,95 1
N 282,60 + 288,30 £ 82,47 641,20 £ 147,40™" 358,90 + 109,205
Bobrek s
128,20 tt
TNF-a (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein)
8,30 + 3,61 7,66 £2.69 121,30 + 81,60™" 25,60 + 13,945
Serum i
Mide 424,90 + 339,70 + 1153,00 + 585,50 +
135,90 107,40 139,10™*" ¥ift 199,107-5555
. N 87,10£29,29  91,65+27,07 273,50 +£127,40™" 100,90 + 41,90
Ince Bagirsak it
Karaciser 403,50 + 460,60 £ 69,99 819,40 + 533,00 + 125,205
& 95,73 155,40" it
Bébrek 43430 + 498,10 £ 50,53 1087,00 + 711,90 + 148,80
65,72 356,90 11t

*p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001 **** p <0,0001 kontrole kryasla; ¥+ p <0,05 +7 p <0,01 Tffp <
0,001 7111 p <0,0001 NAC ile karsilastirildiginda; § p < 0,05 §§ p <0,01 §§§ p <0,001 §§§§ p <

0,0001 CPT-11 ile karsilastirildiginda.
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Sekil 20

Deney Gruplarinda Serum, Mide, Ince Bagirsak, Karaciger Ve Bobrek IL-15 Ve
TNF-o. Diizeyleri

(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ****p < 0,0001, ns: anlamh degil.)
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Serum ve Dokularda MMP Aktivileri ve TIMP Seviyeleri

Serum ve doku homojenat seviyeleri Tablo 4’de ve Sekil 21, 22, 23 ve 24°te
pg/mL serum ve pg/mg Protein doku olarak gosterilmistir.

CPT-11 uygulamasi, CPT-11 gruplarinda hem kontrol hem de NAC gruplari
ile karsilastirildiginda serum ve tiim doku homojenatlarinda MMP-1, MMP-2, MMP-
8’1 dbnemli dlgiide artirmis ve TIMP-1 konsantrasyonunu azaltmistir (p < 0,05 —
0,0001).

CPT-11 grubuna gore 6nemli bir fark olmasina ragmen CPT-11+NAC
gruplarinin MMP-1, MMP-2, MMP-8 seviyelerinde diisiis, CPT-11+NAC
gruplarinin TIMP-1 seviyelerinde ise diisiis gdzlendi. NAC gruplari, serum ve tiim
doku homojenatlarinda kontrol ve NAC gruplariin seviyesine yiikseldi (p < 0,05 —

0,0001).
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CPT-11 grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli bir fark olmasina ragmen CPT-
11+NAC gruplarinin MMP-1, MMP-2, MMP-8 seviyeleri diiserken, CPT-11+NAC

gruplarinin TIMP-1 seviyeleri serum ve tiim doku homojenatlarinda kontrol ve NAC

gruplarinin seviyesine yiikseldi (p < 0,05 —0,0001).

Tablo 4

Sigcanlarin Serum Ve Dokularindaki MMPler Ve TIMP-1 Seviyelerindeki

Degisiklikler (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 * 1111 2,943 + 1,06 888
Mide 1,17+ 0,52 1,41 £0,48 2,84 +0,97 ™ Tt 1,81 +0,32§
Ince Bagirsak 0,58 £ 0,21 0,55+ 0,24 1,16 £ 0,20 ** fft 0,80+0,16§
Karaciger 0,91 +£0,38 1,36 £ 0,28 2,46 + 0,54 11 1,68 +£0,36 %
Bobrek 1,57 £ 0,47 1,55+0,85 3,87 + 1,04 " 1 2,24 +0,56
MMP-2 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein)
Serum 21514665 2000448 PG EIT 5 604738
Mide 1,39+ 0,31 1,64 £ 0,40 2,55+ 0,50 "™ Tt 1,68+0,42 %
Ince Bagirsak 1,06 + 0,28 0,94 + 0,35 2,42 + 0,48 " 1T 1,61 +£0,38 78§
Karaciger 0,90 + 0,28 091 +0,35 1,83 +£0,34 ™ F 1,18+ 0,48 §
Bobrek 0,83 £0,52 1,10+0,41 2,26 £0,36 ™ TT 1,420,488
MMP-8 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein)
Serum 80,67 £ 12,90 84,75+ 13,42 222,60 j;.r?.r&gs © 114,00 £32,13 §%
Mide 2,55+ 1,55 3,00 £ 1,62 7,07 £2,10 1 4,19+0,93 9
Ince Bagirsak 1,40 + 0,56 1,30 £ 0,37 3,44 + 0,70 Tt 2,31+0,49 -1 8
Karaciger 3,54+ 0,74 4,72+ 0,79 9,17 £ 1,76 = 1t 6,30 +2,08 -3
Bobrek 4,47+1,30 5,15+0,86 11,08 i.}.l.{% ’ 6,34 £ 1,62 58
TIMP-1 (Serum pg/mL; Doku pg/mg Protein)
1210,00 + 851,50 + 322,30 + 87,42 ™ . g
E > > > L8
Serum 368.20 221.80 P 742,70 £ 152,70
Mide POLO0T 1143s2411 6859+ 17887 108,00 18270
ince Bagirsak  518.40£49.80 44790+73,52 070% 3956 261707367
Karaciger 27860’ 170; 27490+ 56,13 10100242990 204 41628
) 353,20 + 97,83 £21,72 ™" 190,10 + 25,94 "
Bobrek 81,03 307,40 £ 63,72 o P

*p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001 ****p <0,0001 kontrole kryasla; ¥+ p <0,05 7 p <0,01 71 p <
0,001 7171 p <0,0001 NAC ile karsilastirildiginda; § p < 0,05 §§ p <0,01 §§§ p <0,001 §§§§ p <

0,0001 CPT-11 ile karsilastirildiginda.
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Sekil 21

Deney Gruplarinda Serum MMP ’ler ve TIMP-1 Seviyeleri.

(*p < 0,05, **p <001, **¥*p < 0,001 ****p < 0,0001, ns: anlamh degil.)
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Sekil 22
Deney Gruplarinda Mide, Ince Bagirsak, Karaciger Ve Bobrek MMP-1 Seviyeleri.

(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ****p < 0,0001, ns: anlamh degil.)
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Sekil 23

Deney Gruplarinda Mide, Ince Bagirsak, Karaciger Ve Bobrek MMP-2 Seviyeleri.

(*p <0,05 **p < 0,01, **p < 0,001 ***p <0,0001, ns: anlamlr degil.)
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Deney Gruplarinda Mide, Ince Bagirsak, Karaciger Ve Bobrek MMP-8 Seviyeleri.

(*p <0,05 **p <001, **p < 0,001 ***p <0,0001, ns: anlamlr degil.)
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Histopatolojik Bulgular

Mide, ince bagirsak, karaciger ve bobrek organlari tiim deney gruplarinda
histopatolojik olarak degerlendirilmistir (sirasiyla Sekil 25, 26, 27, 28). Doku
homojenat1 (mide, ince bagirsak, karaciger, bobrek) histomorfolojik skor dlgtimleri

ise agagida Tablo 5’te gdsterilmektedir.

Mide

Midenin kontrol grubunda diizenli bir epitel tabakas1 ve mide bezleri ile mide
dokusu gozlendi (Sekil 25a). Bu yapilar NAC grubunda benzerdi (Sekil 25b). CPT-
11 grubunda diizensiz gastrik epitel ve bez yapilarinda belirgin genisleme gozlendi
(Sekil 25¢). CPT11+NAC grubunda mide epitel kolonlarinin agikliklarinda gerileme
ve bez yapisinda diizelme gozlendi (Sekil 25d).

Mide yiizey epitelindeki dejenerasyon, bez yapilarindaki bozulmalar ve
tikaniklik skorlar1 CPT-11 grubunda kontrol ve NAC gruplarina gére dnemli olgiide
artt1 (p < 0,01 —0,0001). NAC ile tedaviden sonra, yiizey epitelinin artan mide
dejenerasyonu, bez yapilarindaki bozulmalar ve tikaniklik skorlar1 6nemli dlgiide

azaldi (p < 0,05 — 0,0001) (Tablo 5).
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Sekil 25

Midenin Histolojik Goriiniimii

(a) Kontrol grubu *: diizenli mide bezleri ve »: diizenli mide epiteli, (b) NAC grubu
*: diizenli mide bezleri ve »: diizenli mide epiteli, (c) CPT-11 grubu * : diizensiz ve
biiyiimiig mide bezleri ve »: mide epiteli ve —: mide epitel kolonlar: arasindaki

agikliklar, (d) CPT-11+NAC > grubu: mide epitel kolonlar: arasindaki a¢cikliklarin

gerilemesi ve —: mide epiteli, Bar: 50um.
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Ince Bagirsak

Kontrol grubu (Sekil 26a) ve NAC grubu (Sekil 26b), diizenli villi ve
bagirsak bezi yapilari ile diizenli epitel hiicreleri sergiledi. CPT-11 grubunda vill6z
epitel hiicrelerinde siddetli dokiilme, bagirsak bezi epitelinde bozulmalar ve ara sira
kapiller intravaskiiler konjesyon gozlendi (Sekil 26¢). CPT11+NAC grubunda villus
epitel hiicrelerinin dokiilmesinin geriledigi ve bagirsak bezi epitelinin iyilestigi
goriildii (Sekil 26d).

CPT-11 grubunda ince bagirsak villus dejenerasyonu, lamina propriada
tikaniklik ve bagirsak bezlerinin bozulmasi skorunun kontrol ve NAC gruplarina
gore belirgin sekilde yiiksek oldugu bulundu (p < 0,01 — 0,0001). NAC
uygulandiginda, ince bagirsak villus dejenerasyonundaki yiikselmeler, lamina
propriadaki tikaniklik ve bagirsak bezlerinin bozulmasi skorlar1 6nemli dlgiide

baskilanmistir (p < 0,05 —0,001) (Tablo 5).
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Sekil 26

Ince Bagirsagin Histolojik Goriiniimii

(a) Kontrol grubu —: diiz bagirsak epitel hiicrelerinde gézlenen villus yapilari;
(b) NAC grubu —: kontrol grubuna benzer diiz epitel hiicreli villi; (c) CPT-11
grubu *: bagirsak bezlerinde bozulmalar ve »: kilcal damar tikanikligi ve —:
villus yapilarinda epitel hiicrelerinin ciddi sekilde dokiilmesi; (d) CPT-

11+NAC * grubu: bagirsak bezlerindeki bozukluklarin gerilemesi ve —: villus

epitel hiicrelerinde iyilegsmeler. Bar: 50um.
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Karaciger

Kontrol grubunda diiz siniizoidler ve hepatositler ile karaciger dokusu izlendi
(Sekil 27a). NAC grubu da benzer goriintiileri kaydetti (Sekil 27b). CPT-11
grubunda hepatositlerde ciddi biiyiime ve sitoplazma kayb1 gozlendi (Sekil 27¢).
CPT-11+NAC grubunda hepatosit sitoplazma kaybinin azaldig: ve siniizoidlerin
ortaya ¢iktig1 goriildii (Sekil 27d).

Sekil 27
Karacigerin Histolojik Goriiniimii

(a) Kontrol grubu —: diizenli hepatositler ve ortada merkezi damar, (b) — NAC
grubu: merkezi damar ve siniizoidler, (c) — CPT-11 grubu: ciddi sekilde biiyiimiis
ve sitoplazmasini kaybetmis hepatositler; (d) CPT-11+NAC > grubu: hepatositlerin

venilendigi ve —: siniizoidlerin eski yapilarina dondiigii gozlendi. Bar: 50um.
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Bobrek

Kontrol bobrek dokusu diizgiin glomertiler ve tiibiiler yapilara sahipken
(Sekil 28a), NAC grubundaki dokular benzer goriintiilere sahipti (Sekil 28b). CPT-11
grubunda tiibiil hiicrelerinde siddetli konjesyon ve dokiilmenin yani sira kast
olusumlari da gozlendi (Sekil 28¢c). CPT-11+NAC grubunda tiibiiler yapilarin
rejenerasyonu gozlenirken, tikanikligin geriledigi yerde tiibiiler kast olusumlarinin
devam ettigi gozlendi (Sekil 28d).

CPT-11 grubunda, hepatositlerde, siniizoidlerde ve tiibiiler hiicrelerde
dejenerasyon ve bobrek konjesyon skorlari, kontrol ve NAC gruplarina kiyasla
siddetli bir artig (p < 0,05 — 0,0001) gosterdi. Tersine, puanlardaki artis CPT-
11+NAC gruplarinda 6nemli 6l¢iide diizeldi (p < 0,05 —0,001) (Tablo 5).

Sekil 28
Bobregin Histolojik Goriintimii
(a) Kontrol grubu —: diizenli tiibiiler ve »: glomeriiler yapilar, (b) NAC grubu —:

diizenli boru bi¢imli yapilar, (c) CPT-11 grubu *: kilcal damar tikanikligi ve —:
tiibiiler hiicrelerde ciddi dékiilme ve kast olusumlari; (d) CPT-11+NAC grubu *:

konjesyonda gerileme ve —: tiibiil hiicrelerinin dokiilmesinde azalma. Bar: 50um




Tablo 5

Doku Homojenati (Mide, Ince Bagirsak, Karaciger, Bobrek) Skorlarinin
Histopatolojik Olg¢iimleri (Ortalama + SD).
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Kontrol NAC CPT-11 CPT-11+NAC
Mide
Yiizey Epitelinde Ayrilmalar 2,31 +0,45 1,90 + 0,48 7,05+ 1,87 **5 T 2,94 + 1,06 8§88
Bez Yapilarinda Bozulmalar 1,18+ 0,53 1,41+ 0,49 2,84+ 0,98 ™ 1f 1,81+0,33 8§
Konjesyon 0,58 +0,22 0,55+0,24 1,17 +0,20 ™ 1f 0,80+ 0,16 ¢
Ince Bagirsak
Villus Dejenerasyonu 21,51 £ 6,66 20,00 + 4,48 53,63 £19,79 *** fit 32,674,738
Lamina Propriada Konjesyon 1,39+ 0,31 1,65+ 0,40 2,55+0,51 " 1f 1,68+ 0,42 8
Bagisak Bezlerinde Bozulma 1,06 + 0,29 0,95+ 0,35 2,42 + 0,48 ™ T 1,61 +0,39 8§
Karaciger
Hepatosit Dejenerasyonu 80,67 + 12,90 84,75+ 13,42 222,60 + 68,85 ¥ Tftf 114,00 + 32,13 %
Siniizoidlerde Bozulma 2,55+1,56 3,01 £1,62 7,09 +2.10 ™1 420+ 0,948
Bobrek

Tiibiil Hiicrelerinde Dokiilme
Konjesyon

Tiibiillerde Kast Olusumu

1210,00 + 368,20 851,50 + 221,80
1261,00 + 320,80 1143,00 + 241,00

518,40 = 49,80 447,90 + 73,50

322,30 + 87,40 T
685,90 + 178,80 ™ T

109,70 + 39,70 ™" fftf

742,70 + 152,70 - 8
1088,00 £ 182,70 §

261,70 + 73,70 *** tt,
§§

*p<0,05** p<0,01 ***p<0,001 **** p <0,0001 kontrole kiyasla; + p <0,05 +7 p <0,01 71 p <
0,001 7111 p <0,0001 NAC ile karsilastirildiginda; § p < 0,05 §§ p <0,01 §§§ p <0,001 §§§§ p <
0,0001 CPT-11 ile karsilastirildiginda.



78

BOLUM V
Tartisma

Bu boliimde, elde edilen bulgular literatiirlerde yer alan arastirmalar

cercevesinde tartisilmistir.

Glintimiizde saglik sektoriindeki her tiirlii gelismeye ragmen kanser vakalari
her gecen giin artmakta ve 6liim oranlar yiiksek seyretmektedir. 20. yiizyilin
ortalarinda baslayan kemoterapi uygulamasi ile kanser tedavisinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen bu kemoterapotik ajanlarin yan etkileri kullanimlarini
siirlayan onemli faktorlerden biridir. Bu nedenle kemoterapotik ajanlarin olumsuz
etkilerini azaltmak i¢in kanser tedavi rejimlerine yeni ilaglarin eklenmesine yonelik
hem deneysel hem de klinik ¢caligmalar artmaktadir.

Calismamizda kolorektal ve pankreas kanserlerinde kullanilan EMA/FDA
onayli sitotoksik bir kemoterapotik ila¢ olan CPT-11"in yan etkilerine kars1 giiclii bir
antioksidan olan NAC’1n etkisinin saglikli sicanlarda deneysel ve klinik ¢alismalarla
incelenmesi amaglandi.

CPT-11, topoizomeraz [-DNA kompleksini baglayan ve stabilize eden
farmakolojik olarak aktif metabolitleri olugturmak tizere karboksilesterazlar
(CES’ler) tarafindan metabolize edilir (de Man vd., 2018).

DNA topoizomerazlari, genetik materyalin replikasyonu ve translasyonu
sirasinda asir1 sarmal DNA ¢ift sarmalinin topolojisini kontrol etmekten sorumlu
niikleer enzimlerdir. Kamptotesinin boliinebilir komplekslerin hareketli replikasyon
catallariyla ¢carpigsmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu, DNA replikasyonunun
durmasina ve geri doniistimsiiz DNA zinciri kirilmalarina ve nihayetinde hiicre
Oliimiine yol acar (Nitiss, 2009).

CPT-11, karaciger tarafindan aktif metaboliti SN-38’e metabolize edilir.
CPT-11, kamptotesinin lakton halkas1 6zelligini korur ancak konumunda, bilesigin
¢Oziinlirliiglinii gelistiren ek bir piperido yan zincirine sahiptir (Armand vd., 1995).
CPT-11"in aktif metaboliti olan SN-38’in hepatorenal ve gastrointestinal toksisitenin
altinda yatan ana faktor oldugu anlagilmaktadir (Q. Y. Zhang vd., 2018). Uygulanan
CPT-11"in sadece %2-8'1 SN-38'e doniistiiriiliir. Daha iyi bir terapotik sonug elde

etmek i¢in kullanim dozu artirllmalidir, ancak artan dozlar hastalarda ciddi toksisite
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problemlerini beraberinde getirir. Diger kemoterapdtik ajanlar gibi, CPT-11'in de yan
etkileri vardir. Ozellikle hepatorenal ve gastrointestinal semptomlar en yaygin
olanlaridir. Su anda, CPT-11 kullanimiyla ilgili en biiylik sorun, hastalarda
hepatorenal hasara ve GI mukozite neden olmasidir; hastalara verilen ilag dozunu
sinirlayan en 6nemli faktér budur (Riera vd., 2020).

Bu c¢aligmada CPT-11 uygulamasinin si¢an serumlarinda AST, ALT, ALP ve
LDH aktivitelerini, BUN ve kreatinin diizeylerini degistirdigi bulunmustur. Amilaz,
lipaz aktiviteleri ile albiimin, TP diizeylerinde ise bir degisiklik bulunmamaistir. Daha
once yapilan ¢caligmalarda AST, ALT, ALP, LDH, BUN ve kreatinin
parametrelerindeki artislarin doku ve organ diizeyindeki degisikliklerin kanit1 oldugu
bildirilmistir (Vincenzi vd., 2015; Yokooji vd., 2012). AST, ALT, BUN, kreatinin,
LDH ve ALP’deki artis, sistemik dokularda hiicresel hasarin belirtecleridir. CPT-11
uygulamasinin neden oldugu hepatorenal ve gastrointestinal hasarla uyumlu olarak,
serum enzim aktivitelerinde anlamli bir artis gézlenmistir (Vincenzi vd., 2015; Zou
vd., 2012). Bu belirteclerin serum aktivitelerinin CPT-11 grubunda énemli 6l¢lide
artt1g1 ve NAC’nin bu artiglar1 6nemli dlgiide azalttigi ve CPT-11 toksisitesini tersine
cevirdigi bulundu. Kandaki yliksek AST, ALT, LDH ve ALP aktiviteleri ve yiiksek
BUN ve kreatinin seviyeleri uzun vadeli sistemik degisikliklerin bir gostergesi
olabilir. Bu belirteglerin seviyeleri hepatorenal ve gastrointestinal sistem hasari ile
iliskilendirilmistir (OrSoli¢ vd., 2010). Nitekim bu ¢alismada elde edilen
histopatolojik bulgular da bu g6zlemi desteklemektedir. Diger ¢alismalarda, CPT-
11’in hepatorenal ve gastrointestinal toksik etkisine kars1 farkli ajanlar kullanilarak
benzer histopatolojik bulgular elde edilmistir (Boeing vd., 2021). CPT-11
uygulamasinin mide, ince bagirsak, karaciger ve bobrek dokularinda yapisal hasar
olusturdugu ve bu hasarin NAC uygulamasi ile geriledigi belirlendi.

N-Asetilsistein, mukolitik amaglar i¢in kullanilan bir glutatyon verici
antioksidan ajandir. Mukolitik etkilerine ek olarak, parasetamol zehirlenmesi (Sehirli
vd., 2020)s1rasinda glutatyon depolarinin tiikenmesi ile ortaya ¢ikan toksik metaboliti
temizlemek igin klinikte kullanilir. NAC’1n klinikte gastrointestinal hastaliklar,
karciger hastaliklari, bobrek hastaliklari, enfeksiydz hastaliklar gibi birgok hastalikta
kullanimi1 gosterilmistir. NAC’1n etki mekanizmasi incelendiginde ise antioksidan
etkisini direkt ve indirekt gdstermenin yaninda anti-enflamatuar ve disiilfit baglarin
kirma kabiliyeti gosterdigi incelenmistir. NAC’1n antioksidan 6zelliginin yani sira

anti-enflamatuar 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 ¢esitli toksisite ve enflamasyon



80

modellerinde ¢alisilmistir (Uzun vd., 2009). NAC, kemoterapotik ajanlarin toksik
etkilerini azaltsa da kanser hastalarinda kemoterapotik ajanlarin etkisini
azaltabilecegine dair tartismali bulgular vardir. Ciinkii tiimor hiicrelerinin yok
edilmesi i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS) gereklidir. Reaktif oksijen tiirlerinin
kemoterapi sonucunda kansere hem neden olmasi hem de baskilamasi ironiktir.
Ornegin meme kanseri vakalarinda, timér hiicrelerinin hayatta kalmasi yiiksek ROS
seviyelerine baglidir. Bu nedenle, bu ROS seviyelerinin diisiiriilmesi, kanser
hiicrelerinin yok edilmesi i¢in de 6nemlidir. Bu etkileri ile NAC, sadece
kemoterapinin olumsuz etkilerine bakarak degil, kanser hiicresinin ihtiya¢ duydugu
ROS seviyesini azaltarak da faydali etkiler gosterebilmektedir (Kwon, 2021).

Bu ¢alismada temel amag, son yillarda kanser tedavisinde kullanilmaya
baslanan CPT-11’in neden oldugu toksisiteye karst NAC’1n koruyucu etkisinin
arastirtlmasidir. Klinik pratikte, cogu kemoterapdtik ajan, potansiyel olarak oral
mukozadan alt gastrointestinal sisteme, karin agrisi, siskinlik, diyare, hematokezya
veya gastrointestinal sistem enfeksiyonu olarak ortaya ¢ikabilen mukoziti
indiikleyebilir. Apoptoz, hipoproliferasyon ve inflamasyon mukozal hasara katkida
bulunur (Peterson & Lalla, 2010).

CPT-11 uygulamasi ile incelenen enflamatuar, lipid peroksidasyon,
antioksidan ve proteolitik enzim belirteclerinin 6nemli 6l¢iide olumsuz etkilendigi,
NAC uygulamasinin ise rejeneratif etki gosterdigi belirlendi. Ayrica mide, ince
bagirsak, karaciger ve bobrek dokularinin histopatolojik incelemesinin biyokimyasal
sonuclarla uyumlu oldugu goriildi.

TNF-a ve IL-1B, pleiotropik etkileri olan sitokinlerdir (Markov vd., 2020).
Patojenler tizerindeki etkileri ile viicutta koruyucu etki gosterirken, asir
salgilanmalar1 enflamatuar yanita neden olur ve doku hasarina yol acar (Luthra vd.,
2013). Bu ozelliklerinden dolay1 enflamasyonun fizyopatolojisinde ana diizenleyici
molekiiller olduklart bilinmektedir.

Bulgularimiz, CPT-11’in dokularda IL-1B ve TNF-a gibi pro-enflamatuar
sitokinlerin iiretimini artirabilecegine dair 6nceki ¢alismalarla tutarlidir. Ayrica bu
sitokinlerin ekspresyonunun oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi ile iliskili
oldugu ve MMP’ler gibi proteolitik enzimlerin aktivitelerini arttirdigi gosterilmistir.
Farkl1 deneysel modellerde NAC’1n pro-enflamatuar sitokin ekspresyonunu azalttigi

ileri siirtilmiistiir (Aksoy vd., 2019; Zmora vd., 2021).
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Bu ¢aligmada 6nceki ¢aligmalarla uyumlu olarak CPT-11 uygulanan
sicanlarin serum, karaciger, bobrek, mide ve bagirsak dokularinda TNF-a ve IL-1
diizeylerinin arttig1 bulundu. Bununla birlikte, NAC uygulamasi bu dokularda sitokin
konsantrasyonunu azaltt1 ve boylece anti-enflamatuar etkisi i¢in destekleyici kanitlar
sagladi.

ECM’nin en 6nemli islevi, dokular1 spesifik mekanik ve biyokimyasal
ozellikleriyle korumaktir. Doku olusturan hiicreler, ECM bilesenlerinin
biyosentezinden sorumludur, ancak ayn1 sekilde matriksin hiicre islevi {izerinde
dogrudan bir etkisi vardir. Hiicre-matriks etkilesimleri, matriks molekiilleri lizerinde
ve baglayict hiicrenin yiizeyinde bulunan spesifik hiicre reseptorlerinin ve epitoplarin
varliginin bir sonucudur. Reseptorler ve epitoplar, yalnizca hiicre baglantisi ve
gogiinde degil, ayn1 zamanda hiicre farklilasmasinin ve gen diizeyinde spesifik
protein ekspresyonunun diizenlenmesi ve uyarilmasinda da baskin bir rol oynar.
Periselliiler matriks, hiicreyi zararl fiziksel etkenlere kars1 korumak i¢in 6zel bir
fizyolojik mikro ortam olusturur ve sinyallerin iletilmesini kolaylastirir. ECM
fizyolojik kosullarda sik1 bir sekilde diizenlenir ve diizensizligi kanser, romatoid
artrit, nefrit, ensefalomiyelit, kronik iilserler ve fibroz gibi hastaliklarin nedenleri
arasindadir (Jabtonska-Trypu¢ vd., 2016).

MMP’ler proteolitik enzimler ailesi ve ECM nin temel bilesenleri olup, doku
onarimi ve enflamatuar yanit dahil olmak iizere bir¢ok siiregte 6nemli rollere sahiptir
(Kermeoglu vd., 2022). Doku inhibitorleri (TIMP’ler), MMP’lerin aktivitelerinin
etkisi ve diizenlenmesinde etkilidir, yani dogal MMP inhibitérleridir (Wen vd.,
2022)(Wen vd., 2022). Inhibitdr etkilerini MMP’lere spesifik olmayan bir sekilde
baglanarak gosterirler (Ries, 2014). Bu nedenle, MMP ve TIMP seviyelerindeki
degisiklikler, MMP’lerin doku homeostazina katkida bulunmadaki etkinligini belirler
(Charzewski vd., 2021).

Hiicrelerin ECM ile etkilesimleri, hiicre transformasyonu ve karsinogenez
sirasinda meydana gelen patolojik degisiklikler i¢in 6nemlidir. MMP’ler geleneksel
olarak ECM nin fiziksel kosullarin1 bozmasindan dolay1 metastaz1 kolaylastirmasiyla
iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, klinik olarak ilgili metastazlarin baslangicindan
asir1 bliylimesine kadar, kanserin tiim asamalarinda ¢oklu biyolojik islevlere sahip
olduklar1 dogrulandi (Mannello vd., 2005).

Deney hayvanlarina CPT-11 uygulanmasi bu hayvanlarin hem sistemik

yanitin bir yansimasi olarak kan serumunda hem de hepatorenal ve gastrointestinal
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sistem dokularinda MMP-1, -2, -8 ve TIMP-1 seviyelerinde 6nemli degisiklikler
tespit edildi. Hiicrelerin ECM ile etkilesimleri, hiicre transformasyonu ve
karsinogenez sirasinda meydana gelen patolojik degisiklikler i¢in 6nemlidir.
Enflamatuar ve oksidan-antioksidan dengesizlik durumlarinda MMP ve TIMP
seviyeleri arasindaki iliski farkli calisma modellerinde gosterilmistir (Charzewski
vd., 2021). Ote yandan, NAC uygulanan gruplarda bu seviyelerin tersine dondiigii
bulundu. NAC’in MMP’lerin aktivitelerini ve TIMP-1 seviyelerini nasil etkiledigini
incelemek i¢in ¢esitli enflamasyon modelleri kullanilmistir (Kim vd., 2014;
Sampilvanjil vd., 2020). Bu, CPT-11"den tiiretilen MMP’lerin yukar1 regiile
edildigini ve hasara katkida bulundugunu, ancak NAC’1n antioksidan ve anti-
enflamatuar 6zellikleriyle asag1 regiilasyon yollarini tetikledigini gdstermektedir.

Oksidan ve antioksidan molekiiller arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif
stres olarak tanimlanir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ile oksidan-antioksidan
dengesinin bozulabilecegi ve buna bagli olarak organ hasar1 gelistigi bilinmektedir.
Oksidatif stresin patofizyolojik siire¢lerde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir ve
bunu gostermek ve izlemek igin ¢esitli biyobelirtegler degerlendirilmektedir (Rtibi
vd., 2017). Bunlardan {i¢ii ve lizerinde en ¢ok calisilanlar olan MDA, GPx ve SOD
bu calismada CPT-11 ve NAC’1n etkilerini degerlendirmek i¢in 6l¢iildii. Bazi
caligmalarda bagirsak mukozasi dahil olmak tizere ¢esitli dokularda CPT-11’1n etkisi
arastiritlmis ve bu dokularda MDA diizeylerinin arttigi, GPx ve SOD aktivitelerinin
azaldig1 belirlenmistir (Rtibi vd., 2017).

Bu ¢aligmada CPT-11 uygulanan siganlarda MDA diizeylerinin arttig1, GPx
ve SOD aktivitelerinin azaldigi belirlendi. NAC uygulanan hayvanlarda ise stilthidril
donor grubu olarak antioksidan 6zelligini ortaya koyan NAC’1in, MDA diizeylerini
onemli olgiide distirdiigii ve kontrol grubundaki hayvanlarla ayni diizeyde oldugu
belirlendi. Bu, NAC’1n lipid peroksil radikallerini temizleyerek MDA seviyelerini
diistirmede etkili oldugunu diislindiiriir. Ayrica CPT-11 ve NAC uygulanan grupta
GPx ve SOD aktivitelerindeki anlamli artigin da 6nemli oldugunu diisliniiyoruz. Bu
nedenle, CPT-11’in bu enzim seviyeleri {izerindeki etkisinin patofizyolojik

mekanizmasinit aydinlatmak gerekli hale geldi.
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BOLUM VI

Sonug¢ ve Oneriler

Bu boliimde aragtirmanin amag ve alt amaglar1 dogrultusunda ulasilan

sonuglara ve bu sonuglardan yola ¢ikarak gelistirilen onerilere yer verilmistir.

Sonuc¢

Bu ¢aligmada elde edilen bulgular dogrultusunda NAC’1n, CPT-11"in neden
oldugu pro-enflamatuar sitokin ekspresyonlarindaki artis1 ve proteolitik enzim
aktivasyonlarini baskiladig1 ve bozulan oksidan-antioksidan dengesini diizelttigi
tespit edilmistir. Bu da NAC’1n koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular histopatolojik incelemelerle de desteklenmistir.

Kanser tedavisinde toksisite tedaviyi sinirlayan en 6nemli faktordiir. Bugiine
kadar bir¢ok caligma yapilmasina ragmen bu sorun hala giindemini korumaktadir.
CPT-11 son yillarda birgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmasina ragmen
hepatorenal ve gastrointestinal dokulara verdigi zarar 6nemlidir. Dolayisiyla bu
sonuglarla CPT-11 tedavisi alan onkoloji hastalarinda tedavi protokollerine NAC
eklenmesinin olumlu etki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda bu
calisma klinik ¢calismalara onciiliik etmektedir.

Bu sonuglarin daha sonraki kanser ¢aligmalarinin tasarimina 1s1k tutacagini

diistinmekteyiz.

Oneriler

Calismamizi daha ileriye tagimak i¢in bir sonraki adim olan hiicre kiiltiirii
calismalariyla farkli kanser hiicre hatlarinda ¢aligilabilir ve NAC’in CPT-11"¢ karst
olas1 koruyucu etkisinin tam olarak aydinlatilmasi amactyla mekanizma odakli

caligmalar planlanmalidir.
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