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OZET

Ozcan, M. Kimyasal olarak indiiklenmis meme kanseri modelinde
klorofilin-Cu  kompleksinin antioksidan etkinliginin incelenmesi.
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2015. Kanser, hicrelerin kontrolsiz bir sekilde
¢ogalmasi, invaziv nitelik kazanmasi ve metastaz yapmasiyla kendini
gOsteren bir hastaliktir.  Yapilan ¢alismalar, kanser hucrelerinde
kemoterapétik ilaglara karsgi gelisen ilag direnciyle birlikte glutatyon ve
glutatyona bagl enzim dizeylerinin de degistigini gostermektedir. Bu grup
icerisinde yer alan glutatyon transferaz (GST) enzim ailesinden GST P1-1
izoziminin kanser hlcrelerinde ekspresyon dlizeyinin oldukga ylksek oldugu
g6zlenmektedir. Literaturde kuvvetli GST P1-1 inhibisyonu gosterebilen sayil
inhibitor bulunmaktadir. Bunlarin birgogu toksik etkiye sahip oldugundan canli
Uzerinde etkilerini gosteren calismalar oldukga kisithdir. Bu nedenle,
arastirmacilar daha az toksik ya da toksik olmayan spesifik inhibitor
molekuller gelistirmeye yonelmektedir. Klorofilin, GST P1-1 (zerinde
inhibisyon etkisi oldugu kanitlanmis antioksidan bir molekuldir. Bu ¢alismada
klorofilinin inhibisyon 6zelliginden yararlanilarak kimyasal olarak indiklenmis
meme kanseri modeli Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Bu amacla, N-metil-N-
nitrozlre kullanarak Sprague-Dawleys irki disi siganlarda meme kanseri
indUklenmigtir. Meme kanseri modeli olarak segcilen siganlarin 5 aylik galisma
suresince agirlik, timoér olusumu ve tumoér boyutlari gibi fiziksel 6zellikleri
takip edilmistir. Calismanin sonunda tim deney hayvanlari sakrifiye edilerek
karaciger ve tumor dokularinda GST aktiviteleri dlgiimustir. Kan, karaciger
ve tumodr dokularinda glutatyon seviyeleri ve DNA hasarlari incelenerek
klorofilinin meme kanseri tedavisine olasi katkilari arastiriimigtir. Sonug
olarak, Klorofilinin antioksidan 0zelliginden dolayr 06zellikle karaciger
dokusunda glutatyon duzeyini arttirdigi; kan, karaciger ve tumor

dokularindaki DNA hasarini 6nemli dlgude azalttigi tespit edilmistir (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DNA hasari, glutatyon S-transferaz,

glutatyon, klorofilin, meme kanseri, N-metil-N-nitrozlre.

Destekleyen kuruluslar: H.U. B.A.B., Proje No: 012 D09 101 001; OYP.
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ABSTRACT

Ozcan, M. Investigation of antioxidant effect of chlorophylline-Cu
complex on chemically induced breast cancer model. Hacettepe
University, Institute of Health Sciences, Master Thesis in Biochemistry,
Ankara, 2015. Cancer is a group of diseases involving abnormal cell growth
with the potential to invade or spread to other parts of the body. Investigation
show that glutathione and related enzymes are often overexpressed in tumor
cells and are regarded as a contributor to their drug resistance. The GST P1-
1 isozyme of glutathione S-tranferases family (GST) is thought to play an
important role in cancer progression and resistance to chemotherapy
because it is frequently overexpressed in cancer cells and drug-resistant
tumors. The available literature contains a limited number of strong GST P1-
1 inhibitors. Additionally, in vivo studies of these inhibitors are highly
restricted because of their toxic effects. Therefore, the most potent and
comparatively less harmful GST P1-1 inhibitors seem to be an attractive
target for drug development. The aim of this study is to evaluate the
protective effects of chlorophylline as an antioxidant molecule which has
inhibitory effects on GST P1-1 on chemically-induced breast cancer model.
For this purpose, N-methyl nitrosourea (MNU) was used for inducing
carcinogenesis in female Sprague-Dawley rats. Their weight and tumor
diameters were measured throughout 5 months. At the end of the study, all
animals were sacrificed and GST activities in liver and tumor tissues were
determined. Glutathione levels and DNA damage were also determined in
blood, liver and tumor tissues. As a result, it was observed that chlorophylline
treatment increased glutahione level in liver because of its antioxidant effect.
and significantly decreased the DNA damage in blood, liver and tumor
tissues (P<0.05).

Key Words: Antioxidant, chlorophylline, DNA damage, glutathione,

glutathone S-transferases, breast cancer, N-methyl nitrosurea.

Supported by H.U. Scientific Research and Projects Coordination Unit,
Project No: 012 D09 101 001; OYP (Teaching Staff Training Program).
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1. GIRIS

Kanser, hudcrelerin kontrolsiz bir sekilde ¢ogalmasi, invaziv nitelik
kazanmasi ve metastaz yapmasi ile kendini gosteren oldurtucu bir hastaliktir.
Gunumuzde kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin
kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir. ilkinde amag timérlli doku veya
organin uzaklastiriimasi, son ikisinde ise kanser hucrelerinin dlduradimesidir.
Kemoterapi ilaglarinin ¢ogu sitotoksik etkileri ile malign hicrelerin buyame ve
¢ogalmalarini Onlerler ve onlarin 6lumune yol agarlar. Antikanser ilaglarinin
yuksek toksik 6zellikleri nedeniyle saglikli doku ve hicrelerde de hasari s6z
konusudur. Bu nedenle, arastirmacilar daha az toksik ya da toksik olmayan

spesifik inhibitor molekuller gelistirmeye yonelmektedirler.

Meme kanseri, dunyada oldugu gibi, Turkiye'de de kadinlarda en sik
gorulen kanser taradir (1,2). Pek cok kanser tlrinde oldugu gibi meme
kanseri tedavisinde karsilasilan dnemli sorunlardan biri kanser hicrelerindeki
proliferasyonu etkileyen protein ekspresyonundaki degisikliklerdir. Literatlrde
kanser hucrelerinin kemoterapik ilaglara karsi direng gelistirmesinde
glutatyon ve glutatyona bagli enzim dlzeylerinin degistigini gosteren
calismalar mevcuttur. Bircok kanser hicre dizisinde Glutatyon S-
transferazlarin, 6zellikle de glutatyon S-tranferaz P1-1 (GST P1-1) izoziminin
asirl Uretimi ve glutatyon konjugasyonu aracihgiyla kemoterapétik ajanlari
inaktive ederek ila¢ direncini indukledigi bilinmektedir. Bu nedenle bu enzim
ve onun konjuge substrati glutatyon kanser arastirmalarinin onemli

hedeflerinden biri haline gelmistir (3-5).

Hucresel yasamin surekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin
denge iginde yurumesine baglhdir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya cikan
endojen ve/veya eksojen kaynakli faktorler hiicre hasarina yol agarlar. DNA
cesitli reaktif molekullerin hedefi olan, hasara duyarhligi yuksek bir
molekuldur. Hucre dengesini bozacak yodndeki dedisiklikler DNA hasari
olusmasina neden olabilir. Agir DNA hasarlari olustugunda ya da DNA
onarim aktivitesi efektif olmadiginda DNA hasari kisa dénemde replikasyon,

transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede ise



mutasyona ve kromozom bozukluklarina sebep olmaktadir. Kanser, diyabet,
ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer alan DNA hasari gunimuzde
kronik dejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi ve radyoterapinin
etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon aracili genotoksisitenin

belirlenmesinde biyolojik belirte¢ olarak degerlendiriimektedir (6,7).

Literatirde kuvvetli GST P1-1 inhibisyonu gosterebilen sayili inhibitor
bulunmaktadir. Bunlarin birgogu toksik etkiye sahip oldugundan canli
uzerinde etkilerini gosteren calismalar oldukga kisithidir. Klorofilin, GST P1-1
Uzerinde inhibisyon etkisi oldugu kanitlanmis antioksidan bir molekuldir (8).
Bu calismada klorofilinin inhibisyon ve antioksidan 6zelliginden yararlanilarak
kimyasal olarak indiklenmis meme kanseri modeli Gzerindeki etkileri
arastirildi. Yapilan arastirma kapsaminda meme kanseri modeli olarak
secilen siganlarin galisma boyunca agirlik, timor olusumu ve tumaor boyutlar
gibi fiziksel ozellikleri takip edildi. Calisma sonunda tim deney hayvanlari
sakrifiye edilerek karaciger ve tumoér dokularinda GST aktiviteleri olgulda.
Kan, karaciger ve tumor dokularinda glutatyon seviyeleri ve DNA hasarlari

incelenerek klorofilinin meme kanseri tedavisine olasi katkilari arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, hucrelerin asirnt ve zamansiz ¢ogalmalarina yol agan
metabolik ve davranigsal degisiklikler iceren, ¢cok basamakl bir suregtir. Bu
degisiklikler, hiicre yasamini ve ¢ogalmasini, komsu htcrelerle iligkilerini ve
immun sistemden kagma kapasitelerini kapsar. Kanser hucreleri, komsu
normal hucrelere gore daha hizli gogalirlar. Normal hicrelerin bolinmesi belli
bir zaman sonra dururken, kanserli hdcrelerin bolunmesi higbir zaman
durmaz. Bulunduklari yerden baska bolgelere kan veya lenf damarlarn ile
tasinarak metastaz olustururlar (9). Normal hucrelerde hicre ¢gogalmasi ile
apopitoza bagh huacre kayiplari arasinda uyumlu bir denge vardir. Kanserli
hicrelerde bu denge bozularak kontrol mekanizmasi kaybolur (10). Vacudun
degisik yerlerine tasinan kanserli hucreler invazyon yaparak organizmanin
organlarina zarar verirler. Tasindiklari yerlerde kanserli hucreler gogaldikca
tumor kolonileri olusturarak bliyumeye devam ederler (11). Malign tumorler
genelde dogrudan yayillma, lenfatik ve kan dolagsim sistemleri yoluyla
metastaz kabiliyetlerinden dolayi koétlu bir prognoza sahiptir (12). Tumor
hicreleri kendi proliferasyonlarini uyarabilme kabiliyetine sahip olup, bu
kabiliyetlerini kendi buyume hormonlarini sentezleyerek saglarlar. TUmor
hicreleri daha az yapiskan olup hicre disi yuzeyle etkilesime girmeden alt
alta ya da Ust Uste buydurler. Belirli bir yogunluga ulasan normal hidcrelerin
proliferasyonu durabilirken, timor hdcrelerinin proliferasyonu durmaksizin
devam edebilir (13).

Tumorler turedikleri hicreye gore siniflandirilir. Karsinomalar, epitel
hicrelerden tirevlenirler. Sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi
bagd dokusundan gelisen solid tumorlerdir. Losemi ise kan hucrelerinden
gelisir (14).



2.2. Meme Kanseri

Dunya genelinde ve Ulkemizde meme kanseri, kadinlarda en sik
rastlanan kanser tlridir. Dinya’da en ¢ok tani konulan kanser tirlerinin;
akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) kanserleri oldugu
belirtilmigtir. Gorulme sikligi gittikce artmakta olan meme kanseri, kanserden
O0lium nedenleri arasinda da ikinci sirada yer almaktadir (1,2). Uluslararasi
Kanser Enstitisti (NCI) verilerine gore her sekiz kadindan birinde meme
kanseri gelisebilecedi ve her 30 kadindan birinin meme kanseri nedeniyle

Olecegi tahmin edilmektedir (15).

Meme Kkanserleri invaziv ve invaziv olmayan (in-situ) karsinomlar
olarak iki ana gruba ayriimaktadir. in-situ karsinomda kanser hiicreleri meme
icinde belli bir alanda olup yayllma gdstermezler. in-situ lobiler karsinom
(LCIS) sut bezlerinde gorulurken, in-situ duktal karsinom (DCIS) sut kanallari
icinde goriilmektedir. invaziv karsinom ise meme kanseri, siit bezleri veya siit
kanallarina yayillmis ve diger organlara yayllma potansiyeline sahip
kanserlerdir. invaziv lobller karsinom (ILC), siit bezlerinden baslayarak gcevre
dokulara yayilir. Invaziv duktal karsinomda (IDC) sit kanallarindan
baslayarak prolifere olur ve ¢evre dokulara yayilir. invaziv karsinomlar diger
organlara ve lenf digumlerine metastaz yapabilme kabiliyetini lenfatik ve
dolasim sistemini invaze ederek saglar (13). Patolojik tip ve derecesi, lenf
digumu durumu, timor bayuklugu, etnik yapi, lenfatik ve vaskuler invazyon,
ile tani yasi meme kanserinde énemli prognostik faktorlerdir. Bunun yaninda
onkogenler, tumor baskilayici genler, steroid hormon reseptorleri de meme

karsinomu prognozu uzerine etkili molekuler faktorlerdir (16).

2.2.1. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tedavisi, tani konuldugunda hastaligin safhasi,
kanserin hucre yapisi, reseptor durumu, onkogenlerin olup olmamasi,
hastanin yasi, hastanin saglik durumuna goére farklihklar gosterir.

Gunumuiuzde meme kanseri tedavisi genel cerrahi, tibbi onkoloji, radyasyon



onkolojisi, patoloji, radyoloji ve nukleer tip gibi uzmanlik dallarinin koordineli

¢alismasi, dogru tedavinin segimi ile etkili bir noktaya gelmistir (17).

Meme kanseri tedavisi lokal ve/veya sistemik yolla olmaktadir. Lokal
tedavi cerrahi ve radyoterapi seklinde kanseri ortadan kaldirmak ya da yok
etmek amaciyla yapilmaktadir. Sistemik tedavi ise kemoterapi, hormon
terapisi, biyolojik tedavi yontemlerini kapsamaktadir. Burada amag, kanserli
hicrelerin proliferasyonunu 6nlemenin yani sira bagisiklk sisteminin de

harekete gegirilmesidir (18,19).

Kemoterapi kanser tedavisinde uygulanan en yaygin yontemlerden
biridir. Tedavi sirasinda basariya ulasmak icin birden fazla antikanser ilag
uygulamasina gidilmekte ancak zamanla gelisen ilag direnci ile karsi kargiya
kalinmaktadir. Tedavinin etkinligini artirmak ve ila¢ direncini ortadan
kaldirmak icin bircok calisma yapilmaktadir. Bu amagla yapilan ¢alismalar
icerisinde detoksifikasyon mekanizmasinin énemli enzimlerinden biri olan
glutatyon S-transferaz enzimi ve bu enzimin elektrofilik bilesiklerle

konjugasyonunu katalizleyen glutatyon énem kazanmigtir (18,19).

2.3. Glutatyon

Glutatyon (GSH) hucrenin antioksidan savunmasinda gorev yapan
non-protein ozelikte tiyol iceren bir molekuldur. GSH tripeptit yapisinda bir
molekul olup glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden olugmaktadir.
Molekulin ortasinda bulunan sistein amino asitinin amino grubu glutamatin
yan zincirindeki karboksile, karboksil grubu ise glisine baglidir. Glutamat ve
sistein arasindaki olagandisi bu bag, molekulu hicre igerisinde peptidazlara
kargi korumaktadir. GSH molekuli karboksil grubundan gelen iki negatif,
amino grubundan gelen bir pozitif yik sayesinde suda ¢dzinebilir 6zellige
sahiptir. Molekllun sistein kalintisindaki tiyol grubu elektrofilik etkilesimlere
aclk konumdadir. Deneysel kosullarda tiyol grubunun pKa'si 9,2 civarindadir
(Sekil 2.1) (20).
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2.3.1. Glutatyon Metabolizmasi

Hucrelerde total glutatyon, serbest veya proteinlere bagl (%15) olarak
bulunur. Serbest glutatyon c¢ogdunlukla redukte formda (GSH) tutulur ve
oksidatif streste okside forma (GSSG) donusturultr. Hucrelerde glutatyonun
redikte ve okside formlarin orani (GSH/GSSG) kritik 6neme sahiptir.
Normalde memeli hicrelerinde, glutatyon redoks cifti 1-10 mM
konsantrasyon araliginda bulunur ve % 99’dan fazlasi indirgenmis formda
tutulur (18,19) .

GSH homeostazi hicresel dizeyde, biyosentez, oksidasyon, import ve
eksport arasindaki dengeyle saglanirken; doku duzeyinde, GSH
metabolizmasi ile ilgili islemlere ve dokular arasindaki GSH akisina bagli

olarak diizenlenmektedir. (21).

Glutatyon, reaktif oksijen turlerine kargi engelleyici olarak gorev alir. Bu
amacla serbest radikalleri sUpurlr ve hidrojen peroksiti (H2O,) azaltir.
Hucrelerde oksidatif stresin etkisiyle olusan H,0O,, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimi ve GSH'nin etkisiyle suya yikilir ve redukte glutatyon
(GSH), okside glutatyona (GSSG) donusur. Okside glutatyon daha sonra
glutatyon rediktaz (GR) ile tekrar GSH’a donusturular (18,19,22) .

GSH-Px
2GSH + H,0, ———p GSSG +2H,0

GR
GSSG + NADPH — » 2GSH + NADP



Hucre icersinde GSH, basta savunma ve metabolizma olmak Uzere
pek cok role sahiptir. Glutatyon peroksidazlar ve bazi peroksiredoksinler
araciliiyla peroksidazlarin indirgenmesini ve glutatyon S-transferazlar
araciligi ile ksenobiyotiklerin konjugasyon tepkimelerine aracilik etmektedir
(22) .

2.3.2. Glutatyon S-Transferazlar

Glutatyon S-transferazlar (GST; EC 2.5.1.18), endojen ve ekzojen
kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu
saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere
donlsiminl katalizleyen Faz-ll detoksifikasyon enzim ailesidir (Sekil 2.2)
(23).

SH 3-
0] 0 K
H,N NH_ _COOH + Ksenobiyotik (K) G8Ty H, NH _ COOH
_\(\)LNH N - Rsenobiyotik () =25 NH ~
COOH 0 COOH 0
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

Sekil 2.2. Glutatyonun (GSH) ksenobiyotiklerle glutatyon S-transferaz (GST)

katalizli reaksiyonu.

Dogada glutatyon S-transferaz aktivitesi gosteren enzimler, sitosolik,
mitokondriyal ve mikrozomal (membran bagli-MAPEG) olmak tUzere ug¢ alt
gruptan olugsmaktadir. Memelilerde sitosolik GST’ler, kimyasal &zellikleri,
immunolojik reaktiviteleri ve amino asit dizilis benzerliklerine goére alfa (a), pi
(17), mU (), teta (8), sigma (o), zeta (¢) ve omega (w) olarak 7 gruba ayrilirlar
(24,25). Sitosolik GST’ler her bir alt Unitesi yaklasik 25 kD agiriginda
bulunan, dimerik proteinlerdir. Her bir alt Gnite, iki farkl fonksiyonel bdlgeden
olusan bir aktif konuma sahiptir. Bu fonksiyonel bolgeler, fizyolojik substrati
(GSH) baglayan hidrofilik G bdlgesi ile yapisal olarak farkli elektrofilik
substratlari baglayan hidrofobik H bdlgesidir. GST izozimlerinin, hidrofobik H-
bdlgesindeki aminoasit kompozisyonunun farkhlik gostermesi, enzim ailesinin

substrat cesitliliginin nedenidir (26) .



GST izozimlerinden GSTP1-1’in farkh insan kaynakli timorde (akciger,
kolon, bobrek, over, Osefagus ve mide) fazla miktarda salgilandigi
bildirilmistir (27). Artmis GSH/GST seviyelerinin kemoterapi tedavisinde bu
sistemle metabolize olan pek ¢ok ilacin (adriamisin, klorambusil, melfalan ve
diger nitrojen mustard vs.) metabolizmasini hizlandirarak; ilagla hedeflenen
etkiye ulagilamamasina, bir baska deyigle ilaca kazanilmig direng gelisimine
sebep oldugu gosterilmistir (28). Bu bilgilere ilave olarak son yillarda yapilan
calismalar, mu ve pi sinift GST’lerin, hlicresel yasam ve 6lim sinyal iletimine
katilan, mitojen ile aktive edilmig protein kinaz (mitogen-activated protein
kinase-MAP kinase) yolagindaki duzenleyici rolinun de kemoterapotik
ilaglara diren¢ gelismesinde etkili oldugunu goéstermistir. GSTP’nin MAP
kinazlardan biri olan ve istemli hicre 6limu yolaginda anahtar enzim olan
JNK 1 ile (c-Jun N-terminal kinaz 1) INK-GSTP kompleksi olusturarak JNK1’i
inhibe ettigi ve boylece nihai etkisi istemli huicre 6lumu olan JNK'nin etkisini
ortadan kaldirdidi bildirilmistir (29,30).

Bu nedenle kemoterapide, geleneksel elektrofilik kanser ilaglarinin
(alkilleyici bilegiklerin) etkinliginin duzenlenmesinde, GST inhibitorlerinin
kullaniminin faydali olabilecedi dusincesi dogmustur. Bu amacla bu sistemi
hedef alan cesitli bilesikler gelistiriimis ve hem deneysel olarak hem de
klinikte denenmistir (26,31).

2.3.3. Glutatyon S-Tranferaz inhibitorleri

Antikanser ajanlara karsi gelisen hicre direncini ortadan kaldirmak igin
bugline kadar birgok GST inhibitdéru geligtirilmistir. GSH’a yapica benzer
bilesikler (peptidomimetikler, GSH analoglar)) GSH baglanma bdlgesinin
kompetitif inhibitorleri olarak bilinmektedir. Bu bilesiklerin kullaniimasindaki
amag ya izozim segiciligini ya da ilacin stabilitesini artirmaktir. Bu amacla
sentezlenen bilesiklerden TLK 199 [y-glutamil-S-(benzil) sisteinil fenil glisil
dietil ester] miyeloproliferatif bir ajandir. 5-flurourasil (5-FU) ile indiklenen
noétropeni sonrasi I0kosit sayisinda artisa neden oldugu ve noétrofil

iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir. TLK 199’'un HT-29 insan kolon



adenokarsinoma ve SKOV-3 (insan over Kkarsinoma) hucrelerinin
adriyamisine kargi duyarlligini artirirken, mitomisin C’ye kargi etkisiz oldugu
tespit edilmigtir (32). Diger yandan bilesigin etil esterinin meme kanser
hlcrelerinde tiyotepa, sisplatin ve doksorubisine karsi gelisen direnci geri
cevirdigi gozlenmigtir (33). Diger bir GSH analogu bilegik TLK 117 [y-glutamil-
S-(benzil)sisteinil-R(-)-fenilglisin]'nin ise alkilleyici ajanlar kadar melfalan,
klorambusil gibi bilesiklerin etkinligini artirdigi rapor edilmektedir (32). Diger
yandan TLK 177’nin bir analogu olan UrPhg’nin segici bir GST P1-1 inhibitora
oldugu ve adenokarsinoma hucre dizisinde GSTP1-1 oligomerizasyonunu
indUkleyerek hem JNK hem de c-jun fosforilasyonunu artirdigi saptanmistir.
Bu tepkime sayesinde hlcreler apopitotik yola girebilmislerdir (34) . GSH
tirevleri GST’lerin iyi birer inhibitérleri olmalarina karsin hticre ici birikimden
kaginmak icin spesifik eksport pompalari aracigiyla disari atildiklar igin
kanser hucrelerinde etkilerini gosterememektedir. Kanser hucrelerinde
GSTP1-1 konsantrasyonu 0.05 x 10 M’a kadar ulasmaktadir. Bu diizeydeki
bir enzimi inhibe etmek igin ya esit ya da daha yuksek derigimlerde
kullanilacak inhibitor hicre iginde birikecek, bu da coklu ilag direnci (MDR)
proteini agisindan sorun yaratacaktir. Bu problemin Ustesinden gelmek igin
GST’ye etkin bir sekilde baglanabilen, fakat GSH tlurevi olmayan ve hlcre
membranini kolaylikla gecgebilen lipofilik 6zelliklere sahip yeni molekdillerin
tasarimi yoluna gidilmektedir (35). Enzimin G bélgesinin (fizyolojik substrati
glutatyonu baglayan bdlge) yani sira GSH’nin turevlerini taniyabilen, degisik
hidrofobik kosubstratlar ile interaksiyona girebilen H bdlgesi farkli topografi ve
substrat spesifisitesine sahiptir. GST alfa, pi ve mu izozimlerinde mikromolar,
hatta nanomolar dizeyde Km degerleri ile bu bilesiklere karsi ihml afinite
gOsteren bilesiklere ihtiyag vardir (34,36). Bu amagla farkli benzoksazol,
benzotiyazol tlrevi bilesikler Uretiime yoluna gidilmekte ve 6zgin, GST

spesifik, geri donlisumsulz inhibitorler sentezlenmektedir (37).

Ozgiin bilesikler tasarlanirken spesifik pompalar araciidiyla hiicreden
atilim gibi sorunlardan kaginmak gereklidir. Bunun icin Uretilecek antikanser

ajanin ABC “transporter’larinin substrati olmamasi, yuksek giris hizi ve
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lipofilik Ozelliklere sahip olmasi 6nem kazanmaktadir. Bu amagla, GST igin
guglyu inhibitor etkileri gézlenen 7-nitro-2,1,3- benzoksadiazol (NBD) gibi non-
GSH peptidomimetik tarevieri (GSH konjugatlar) sentezlenme yoluna
gidilmigtir. Bu NBD tiyoeterleri GST alfa, pi ve mi izoenzimlerine enzime
yuksek afinite ile baglandiklari bildirilen hidrofobik bilesiklerdir (38). NBD’lerin
JNK-GSTP1-1 kompleksinin ayrilmasiyla apopitozu baglattiklari gosterilmigstir
(35,39,40). Bunlar igerisinde 6-merkaptohekzanol tirevi NBDHEX’in [6semi,
hepatik karsinoma, klguk hucreli akciger karsinomalarinda GSTM2-2 ve
GSTP1-1’e karsi guglu inhibitor etki gosterdikleri saptanmistir (39,40). Diger
yandan bu bilesigin iki farkli melanoma hucre dizisinde (Me501 ve A375)
apopitozu indukledigi, in vivo olarak da efektif oldugu ve melanoma
modellerinde tima&r buyimesinde %70 azalmaya yol ac¢tigi da rapor edilmigstir
(40,41).

GSH konjugatlari icerisinde en iyi bilinen ve kanser tedavisinde en ¢ok
kullanilan bilesiklerden biri olan doksorubisin (GSH-DXR), GSTP1-1’in
nonkompetitif inhibitérudur. Art arda vyapilan c¢alismalar GSH-DXR’nin
GSTP1-1’e baglanmasinin sadece enzimatik aktiviteyi baskilamadigi, ayni
zamanda JNK aktivasyonunda da artisa neden oldugu gosterilmigtir (42).
GST inhibitért olarak Gzerinde en ¢ok cgalisilan molekil ise etakrinik asittir.
GST P1-1'in geri donusumla inhibitort olan bu molekul enzimin H bolgesine
dusuk afinite ile baglanmakta, GSH ile konjuge halde hicreden disari
kolaylikla atilmaktadir. Ayni zamanda Faz | ¢galismalarinda ditrez, metabolik
anomaliler, miyelosupresyon gibi gesitli sorunlarla karsilagiimasi ve izozim
spesifik olmamasi nedeni ile etkinligi kisith kalmigtir (28). Sitotoksisite igin
JNK yolunu kullanarak timor hicresinin apopitoza gitmesini saglayan ilaglar
(antimikrotubdl ilaglar, topoizomeraz | ve Il inhibitérleri, mitomisin C,
adriyamisin ve sisplatin) igin zaman igerisinde olusabilecek ila¢ direncini
ortadan kaldirmada GST inhibitérlerini beraberinde tedaviye sokmak yararli
olacaktir (26).
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2.4. Antioksidan Molekiiller

Canli hlcrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi
okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu o6nleyen veya geciktirebilen
maddelere antioksidanlar, bu sisteme de antioksidan savunma denir. insan
antioksidan savunma sistemi; superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik; drat, askorbat, glutatyon ve
flavonoidler gibi hidrofilik; tokoferoller, karotenoidler ve ubikinol gibi lipofilik
yakalayicilarla donatilmigtir. Bu savunma sistemi ayrica glutatyon reduktaz
ve dehidroaskorbat reduktaz gibi molekuler antioksidanlarin okside formlarini
redikte duruma c¢eviren enzimleri de igermektedir (43). Antioksidan
molekullerin bazilari hiicrenin kendisi tarafindan sentezlenirken askorbik asit,
lipoik asit, polifenoller, organosulfurlli bilegikler, karotenoit ve klorofil gibi

bitkisel molekuller beslenme yoluyla alinan antioksidan maddelerdir (44,45).

2.4.1. Klorofilin

Klorofil, c¢esitli dalga boylarindaki isinlari absorblayarak bitkide
fotosentez (6ziimleme) olayinin gerceklesmesini saglayan, Mg*? iceren, yesil
renkli biyolojik bir pigmenttir. Klorofilin (Klr.) ise klorofil molekulinden
turetilmis merkezinde bakir iyonu ve c¢evresinde dort pirol halkasindan

olusmus yari sentetik antioksidan bir molekuldur (Sekil 2.3) (46).

Sekil 2.3. Klorofilin
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Klorofil tirevi bilegikler gidalarda renk ajani, dogal gida katki maddesi
ve yaralari iyilestirici 6zellikleri ile hem tibbi hem de beslenme acgisindan
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Klorofilin antimutajenik, antigenotoksik ve
antikanserojenik oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur (46). Klorofilinin
Ozellikle aflatoksin gibi gesitli kanserojenlerin hedef dokudaki etkilerini azaltigi
DNA hasarini 6nledigi ifade edilmektedir (47-50). Bu tez ¢alismasina konu
olarak, klorofilin GST P1-1 Uzerinde inhibisyon etkisi oldugu kanitlanmig

antioksidan bir molekuldir (8).

2.5. DNA Hasari

Genetik bilginin saglikli bir sekilde aktarilabilmesi icin DNA yapisinin
korunmasi son derece dnemlidir. DNA’nin fonksiyonu bazlar tGzerindeki polar
gruplara baglidir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen baglari
cift sarmal DNA'y1 olustururlar. DNA bazlarinin polar gruplarinda olusan
kimyasal degisiklikler replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve sonugta
mutasyona neden olur. Deoksiriboz fosfat iskeletinde meydana gelen
kopmalar ise replikasyonu bloke etmenin yani sira asiri miktarlarda

olustugunda hicre 6limune yol agmaktadir (7).

DNA hasari normal DNA metabolizmasi sirasinda kendiliginden veya
cevresel faktorlerin etkisiyle olugmaktadir. Normal DNA metabolizmasi
sirasinda olugan DNA hasarinin en o6nemli nedeni bazlarin kimyasal
yapisinda kendiliginden meydana gelen degisimlerdir. Purin ve pirimidin
bazlarinin keto-enol tautomerizmi ya da deaminasyonu bazlarin eslesme
spesifitesini degistirerek yanlis eslesmeye yol agar. Ayrica bazlarin termal
dayaniklihgina bagh olarak hidrolitk baz kaybi olugur ve sonugta
apurinik/apirimidinik bdlgeler meydana gelir. Baz kaybi hem replikasyonu
etkiler hem de bu bolgelerde kolaylikla zincir kiriklari olusur (51).

DNA hasarina yol acan ¢evresel faktorler, fiziksel ve kimyasal ajanlardir.
Fiziksel ajanlarin baginda iyonizan radyasyon gelir. Radyasyon enerjisinin
dogrudan etkisi ile DNA zincir kiriklari olugurken; radyasyonla agiga g¢ikan

enerjiyle uyarilan molekullerin (hidroksil radikalleri) DNA ile etkilesimi hem
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DNA zincir kiriklarina hem de oksidatif baz modifikasyonlarina neden
olmaktadir. Bir diger fiziksel faktor olan UV isinlari DNA Uzerinde ¢apraz
baglanmalara, pirimidin dimerleri olusumuna ve zincir kiriklarina yol
acmaktadir. DNA hasari olusturan kimyasal ajanlarin baginda alkilleyici
maddeler, nitr6z asid, platinyum turevleri gibi gapraz baglayicilar ve sitokrom
P450 sistemi ile metabolize edilen ksenobiyotikler (aromatik aminler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aflatoksinler ve fenitoin, warfarin, rifampin gibi
ilaglar) gelmektedir. Bu kimyasallar bazlari alkilleyerek, oksitleyerek, bazlar
arasinda gapraz baglanmalar olusturarak veya zincir kiriklarina neden olarak
DNA hasari olustururlar (52).

DNA cesitli reaktif molekullerin hedefi olan, hasara duyarlili§i yliksek
bir molekul oldugundan hicre dengesini bozacak bu degisiklikler DNA
hasarlari olugsmasina neden olabilir. Agir DNA hasarlar olustugunda ya da
DNA onarim aktivitesi efektif degil ise DNA hasari kisa dénem de
replikasyon, transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede
ise mutasyona ve kromozom anormaliklerine sebep olmaktadir. Kanser,
diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer alan DNA hasari
glinumuzde kronik dejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi ve
radyoterapinin etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon aracil
genotoksisitenin belirlenmesinde biyolojik belirteg olarak

degerlendiriimektedir (6,7).

2.6. N-metil-N-nitroziire ile indiiklenmis Meme Kanseri Modeli

Siganlarda meme kanseri arastirmalarina bazi tlrlerde spontan meme
timorlerinin olustugunun farkina varilmasiyla baslanmigtir (53). Deneysel
hayvan modelleri kanser inisiasyonu, progresyonu ve g¢ok basamakli

karsinogenez hakkinda bir¢ok bilgi sunmaktadir.

Siganlarda meme tumoérleri viris enfeksiyonlari, genotoksik
kimyasallar ve radyasyonla induklenebilmektedir. Sican meme kanseri

modelinde, agresif timorlerin olusturulmasinda genellikle N-metil-N-nitrozire
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(MNU) veya dimetil benzantrasen (DMBA) gibi polisiklik hidrokarbonlar
kullanilmaktadir. Bu iki karsinojen maddeyle olusturulan timorler histolojik ve
biyolojik olarak insandaki lezyonlara benzemektedir. TUmoér indUksiyonu
hedef dokuya 6zeldir ve bir veya birka¢ dozda kolayca saglanabilmektedir.
Her iki karsinojen de meme adenokarsinomlarinin gelismesini saglarken,
uygulanan hayvanlarda herhangi bir sistemik toksisiteye rastlanmamaktadir.
Ayrica, degisik dozlarla farkh tipte timorlerin olusmasi saglanabilmektedir
(54,55).
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3. GEREG VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril, asetik asit, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), dimetil
sulfoksit (DMSO), disuk erime noktali agar (LMPA), etidiyum bromur (EtBr),
dikloro metan (DCM), 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), Drabkin
¢Ozeltisi, etil alkol (Etanol), etilendiamin tetraasetik asit disodyum (Na;EDTA),
etilendiamin tetraasetik asit tripotasyum (K3EDTA), redikte glutatyon (GSH),
okside glutatyon (GSSG), heparin (sodyum tuzu), klorofilin bakir kompleksi
sodyum tuzu (KIr.), N-etil maleimid (NEM), N-metil-N-nitrosurea (MNU), brij
35 ¢ozeltisi, N-lauril sarkosinat sodyum tuzu, nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH), normal erime noktali agar (NMPA), potasyum fosfat dibazik
(K2HPQO,), potasyum fosfat monobazik (KH,PO,), sodyum hidroksit (NaOH),
sodyum klortr (NaCl), trikloroasetik asit (TCA), tris, triton X-100 Sigma (St.
Louis USA) firmasindan; trietanolamin (TEAM) ve serine British Drug Houses
Ltd. (Poole, ingiltere) firmasindan; alfamin ve ksilazin Alfasan International
B.V. (Hollanda) firmasindan, izotonik sodyum klorir ¢ozeltisi Eczacibasi
Baumax firmasindan ve sigir serum albuimini Bio-Rad firmasindan; borik asit

Hopkin & William Ltd. (ingiltere) firmasindan saglandi.

3.2. Kullanilan Geregler

Deneylerde Biometra Analitik elektroforez cihazi, Consort C830 pH
metre cihazi, Eppendorf 5417R santrifij cihazi Power Pack P25 elektroforez
gu¢ kaynagi, Heidolph Titramax 101 yatay c¢alkalayici, Mettler Toledo AG204
analitik terazi, Marienfeld lam (26x76 mm) ve lamel (24x60 mm), Moleculer
Devices SpektraMax M2 mikro-plaka spektrofotometresi, Nanopure Infinity
distile su cihazi, Perceptive Software comet bilgisayar yazilimi, Sanyo derin
dondurucu (-80°C), Stuart Scientific, 7801Dottingen, M-21 manyetik
karisgtirici, Gilson, Eppendorf mikropipetler, HPLC cihazinda Macherey-Nagel
EC 125/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN kolonu, Shimadzu CTO-20AC firini,
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Shimadzu SPD-M20A Diode Array dedektori, Shimadzu LC-20AD

kromotografi cihazi, yazilim olarak Shimadzu LC Solution programi kullanildi.

3.3. Deney Hayvanlari

Meme kanseri modeli i¢in 3 haftalik disi Sprague-Dawley irki siganlar
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Unitesi'nden
temin edildi. Deneylere baglamadan dnce Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu’nun onayi alindi (2013/72-10). Tum deneysel islemler
Helsinki Deklerasyonu’nda belirtilen Onerilere uygun olarak gerceklestirildi
(56).

Hayvanlarin bakimi ve deneysel uygulamalar Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Unitesi'nde gergeklestirildi. Siganlarin
bakimi havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve
her glin altlar temizlenen kafeslerde, %30-70 nem, 21°C ve 12 saat aydinlhk
12 saat karanlik ortamda surduruldi. Sigcanlar Dokuztug Yem Sanayii'nden
temin edilen standart pellet yem ile beslendi. Su ise paslanmaz celik bilyeli
biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Siganlarin yem ve su

ihtiyaclari sinirsiz (ad libitum) olarak saglandi.

3.3.1. Deneysel Meme Tiimoru Modelinin Olugturulmasi

Literatirde yapilmis benzer ¢alismalar incelenerek ve istatiksel olarak
degerlendirilebilir sonuglar elde etmek icin toplam 18 adet deney hayvani ile
calisildi. Kontrol grubu i¢in 3, MNU, Kir. ve MNU+KIr. gruplarinin her biri igin

5 er adet deney hayvani ile deneyler gergeklestirildi.

Serum fizyolojik icerisinde ¢ozulerek hazirlanan 50 mg/kg dozdaki
MNU ve 200 mg/kg Klr. hayvanlarin sag ya da sol periton bosluguna,
intraperitonal olarak enjekte edildi. Kontrol grubuna ise sadece serum
fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildi. TUm madde konsantrasyonlari enjeksiyon
hacimleri 0,5 ml den fazla olmayacak sekilde ayarlandi. Klr.+MNU grubuna
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yapillan Klr. ve MNU enjeksiyonlari en az bir gun arayla uygulandi.
Enjeksiyon islemleri belirli bir siraya gore haftalik olarak gergeklestirildi. TUm

enjeksiyonlar 4 hafta surede tamamlandi. (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Enjeksiyon uygulamalari

Enjeksiyon Deney Gruplari
Tarihi Kontrol Klorofilin MNU Klorofilin+ MNU
SF Klr. SF Kir.
1. Hafta SF SF MNU MNU
SF Klr. SF Klr.
2. Hafta SF SF MNU MNU
SF Klr. SF Klr.
3. Hafta SF SF MNU MNU
SF Klr. SF Kir.
4. Hafta SF SF MNU MNU

3.3.2. Hayvanlarin Genel Durumlarinin Takibi

Hayvanlarin agirliklari enjeksiyon iglemlerin bagladigi tarihten itibaren
haftalik olarak takip edildi. TUmor olusumu basladiktan sonra timér ¢aplari iki
gun araliklarla “caliper” ile dlgulerek kaydedildi. Tumoru asiri baytyen (tUmor

cap! > 3 cm) ve durumu kotllesen hayvanlar sakrifiye edildi.

3.3.3. Sakrifiye igslemi ve Orneklerin Alinmasi

Hayvanlara anestezik madde olarak 80 mg/kg dozda ketamin ve 15
mg/kg dozda ksilazin karigimi intraperitonal olarak enjekte  edildildi.
Anestezik madde sonrasi hayvanlarin uyumasi igin yaklasik 1 dakika
beklendi. Daha sonra hayvanlarin kalplerinden 3 ml kan ¢ekildi ve yapilacak

analizler i¢in uygun tuplere alinarak muhafaza edildi. Kan alma iglemi
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bittikten sonra hayvanlarin karaciger, dalak, bobrek, kalpleri ve timor
dokulari alindi. Alinan dokular soguk serum fizyolojik ile yikanarak yapilacak

analizler igin uygun kosullarda saklandi.

3.4. DNA Hasarlarinin Belirlenmesi ‘“Comet Assay”’

Kan hucrelerinde DNA hasarini belirlemek amaciyla tam kan ornekleri
ile timor ve karaciger dokularinin hucrelerinde DNA hasarini belirlemek

amaciyla doku homojenatlari kullanildi.

Yaklagtk 100 mg doku ornekleri 1 ml Hank's Balanced Solution
(HBBS) ile homojenize edildikten sonra Ustte kalan hlcre sispansiyonu ile
calisildi. 25 pl hucre suspansiyonu ve heparinli kan érnekleri 75 pl % 0,5’lik
dusuk erime noktali agar (LMPA) ile karistirildi. Daha sonra 6rnekler % 1’lik
normal erime noktali agar (NMPA) ¢o6zeltisine daldinlip agar ile kaplanmis
lamlarin Gzerine yayilarak lamlarin Uzerine lamel kapatildi ve buzlu yuzey
uzerinde 5 dakika bekletilerek agarin katilagmasi saglandi. Agar katilagtiktan
sonra lamel zedelenmeden alindi. Lamlar daha o6nceden hazirlanip
buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak en az 1 saat

sureyle buzdolabinda bekletildi.

Elektroforez islemi igin tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.
Lamlar agar yayilan kisimlari Uste gelecek sekilde ve elektroforez kuvetinde
aralik birakmayacak sekilde elektroforez tankinin igine yerlestirildi. Lamlar
akim uygulamadan 20 dakika sureyle elektroforez ¢ozeltisi icerisinde
bekletildi. Bu sure sonunda 25 V ve 300 mA akim uygulanarak 20 dakika

elektroforez uygulandi.

Elektroforez iglemi bittikten sonra elektroforez kiivetinden alinan lamlar
5 dakika distile suda ve daha sonra 15 dakika ndétralizasyon tamponu
icerisinde bekletildi. Noétralizasyon igleminden sonra lamlar sirasiyla S’er
dakika % 50’lik, % 75’lik ve %99’luk etanol ¢dzeltisinde bekletildi. Okuma

oncesi lamlarin kurumasi igin en az 1 gun beklenildi.
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Okuma iglemleri i¢in lamlarin Gzerine 60 pl 20ug/ml etidiyum bromur
¢cOzeltisi damlatildi. Her lamda 100 hdcre floresan mikroskopunda
degerlendirilerek DNA hasar derecesi kuyruk momenti olarak degerlendirildi
(57,58).

3.4.1 “Comet Assay” i¢in Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi

HBSS Cozeltisi: 2.25 ml Stok 1, 9 ml Stok 2 ile 0.5 ml dimetilsulfoksit
(DMSO) karistirildi.

Stok 1 ¢ozeltisi: 0.14 g sodyum bikarbonat (NaHCO3) 10 ml distile suda

cozllerek hazirlanir.

Stok 2 Cozeltisi: 1 g glukoz, 8.5 g sodyum klorir (NaCl), 0.4 g potasyum
klorir (KCl), 0.06 g sodyum bifosfat (Na,HPO,;) ve 0.06 g potasyum
dihidrojen fosfat (KH,PO,4) 90 ml distile suda ¢dzulerek hazirlanir.

Dusuk Erime Noktali Agar (LMPA) Cozeltisi: 125 mg LMPA sicak su

banyosu kullanilarak 25 ml PBS igerisinde ¢ozlldu. Kiguk hacimler halinde

buzdolabinda saklandi.

Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Coézeltisi: 500 mg NMPA sicak su

banyosu kullanilarak 50 ml PBS (phosphate buffered saline) igerisinde

¢Ozuldu. Kiaguk hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Lizis Cozeltisi: 146.1g NaCl, 37.2 g Na,EDTA, 1.2 g Tris 500 ml distile
suda ¢ozuldu. 10 g NaOH eklenip ¢ozelti pH’sI 10’a ayarlandi. 10 g N-Lauril
sarkosinat sodyum tuzu eklendi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 890 ml'ye
tamamlanip maddeler ¢ozinunceye kadar karigtirilarak stok lizis ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢dzelti oda sicakhiinda saklandi. Daha sonra deney gunu 178
ml stok lizis ¢ozeltisi, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO karistirildi.
Kullanilacagi zamana kadar 4°C’de bekletildi ve deney sirasinda soguk

olarak kullanildi.
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Elektroforez Tampon Cdzeltisi: 1705 ml soguk distile su, 52.8 ml 10 N
NaOH ve 8.8 ml 200 mM EDTA ¢ozeltisi karigtinldi. Deney gunu taze

hazirlandi.

Notralizasyon Tampon Cdzeltisi: 48.5 mg Tris, 700 ml distile suda

¢Ozulup ¢Ozelti pH’s1 7.5°a ayarlandi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 750

ml’'ye tamamlandi. Oda sicakliginda sakland.

Etidiyum Bromur (EtBr) Coézeltisi: 10 mg EtBr 50 ml distile suda

cozulerek 200 upg/mllik stok EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
boyama sirasinda 1 ml alinip distile suyla 10 ml'ye tamamlanarak 20 pg/ml’lik

EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakhgdinda saklandi.

3.5. Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

3.5.1 Total Glutatyon Diizeyinin Spektrofotometrik Olarak

Belirlenmesi

Dokular 1:10 oraninda 50 mM fosfat tamponunda (pH:7, 1TmM EDTA
iceren) homojenize edildi. Homojenatlar +4°C'de 15 dk. boyunca,
10000xg'de santrifujlendi. Elde edilen stupernatantlarin Gzerine esit hacimde
% 10 trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. Daha sonra
oda sicakliginda 5 dk. boyunca 2000xg'de tekrar santriflij yapildi. Elde edilen

siipernatantlar analiz edilecedi zamana kadar -20° C’de muhafaza edildi.

Ornekler -20 ° C'den cikarildiktan sonra taze hazirlanmis 4 M
trietanolamin (TEAM) ¢ozeltisinden % 5 oraninda eklenerek 6rneklerin pH
degeri 7.0’e getirildi. Daha sonra uygun reaksiyon ortaminda (48 mM
NADPH, 78 uM DTNB ve 0.115 U/ml glutatyon rediktaz (GR), 1 mM EDTA
iceren 100 mM potasyum fosfat tamponunda (pH:7) NADPH eklenerek
tepkime baslatildi. Olusan 5-merkapto-2-nitro benzoik asitin (TNB) 412
nm’deki absorbansi dlgllerek GSH diizeyleri belirlendi (Sekil 3.1). Olglimler
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mikro-plaka okuyucuda gergeklestirildi. Daha sonra glutatyon seviyeleri doku

ornekleri i¢in yas doku agirliklarina oranlandi (59,60).

NADPH NADP”

TNB

Sekil 3.1. Glutatyon duzeyinin TNB olugsumu tGzerinden belirlenmesi

Standart grafigi icin 1.25 — 30.0 puM konsantrasyon araliginda
glutatyon standartlari hazirlandi. Standartlar 6rnekler ile beraber ayni

mikroplaka igerisinde absorbanslari élguldu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Glutatyon standart grafigi.
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3.5.2. Glutatyon Duzeyinin HPLC ile belirlenmesi

Kanda GSH dlzeyini belirlemek igin kan ornekleri sicanlardan alinir
alinmaz daha 6nceden hazirlanmis 150 yl 310 mM N-etilmaleimid (NEM)
iceren tripotasyum etilendiamin tetraasitik asit (KsEDTA)'li tUpler igerisine
aktarildi. Daha sonra tupler oda sicakliginda 1 dk. boyunca yavasca
karistirilarak GSH’nun NEM ile konjugatlarinin olugsmasi saglandi. Ornekler
daha sonra HPLC cihazinda analiz edilmek tzere -80°C’ de muhafaza edildi
(61).

Tam kan érnekleri toplandiktan sonra érnekler -80 °C’ den ¢ikartilarak
25 °C’ deki su banyosunda ¢dzinmeleri saglandi. Bu asamada 50 pl kan
ornegi hemoglobin 6lgiimi igin ayirildi.  Orneklerin kalan kismi (zerine esit
hacimde % 15lik TCA c¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. Proteinler
¢cOktlraldikten sonra oda sicakliginda 14000xg hizda 2 dk. santrifij yapildi.
Daha sonra supernatantlardan 250 pl okside glutatyon (GSSG) élgimu igin
ornek ayirildi. Sdpernatanlarin kalan kismi ile HPLC cihazinda analiz
islemine gecildi. Kan 6rnekleri icin GSH ve GSSG ve total glutatyon seviyeleri

kandaki hemoglobine oranlandi.

Dokuda GSH seviyesini belirlemek igin — 80 °C’ de saklanan doku
ornekleri 1/1 oranda 31 mM NEM, 2mM serin, 20 mM borik asit iceren 50 mM
tris tamponunda (pH=8) homojenize edildi. Daha sonra % 10 hacmi kadar %
60’hk TCA ¢odzeltisi homojenatin Uzerine eklenerek vortekslendi ve ardindan
ornekler oda sicakhdinda 14000xg hizda 2 dk. santrifijlendi. Daha sonra
supernatantlardan 250 yl GSSG 6l¢gumu igin ayirilarak kalan kisim ile HPLC
cihazinda analiz iglemine gegildi. Doku érnekleri icin GSH ve GSSG ve total

glutatyon seviyeleri yas doku agirligina oranlandi.

HPLC cihazinda C-18 kolonu ve UV-goérinir boélge PDA (Prominence
Diode Array) dedektort kullanildi. Hareketli faz olarak A ve B c¢ozeltileri
hazirlandi. Hareketli faz A igin % 0.25 asetik asit ¢ozeltisi 2 M NaOH ile
pH=3.1 olacak sekilde ayarlandi. Hareketli faz B icin HPLC-grade (% 99.9’
luk) asetonitril kullanildi. TUm analizler 25 °C’ de, % 94 A, % 6 B hareketli faz
bilesimi kullanilarak 1.25 ml/dk akis hiziyla gergeklestirildi. Her analizden
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sonra 5 dk. % 100 B ile yikandi. Her 6rnek yuklemesinden once ise 5 dk %
94 A, % 6 B hareketli faz bilesimi uygulanarak kolonun sartlandiriimasi

saglandi.

HPLC'de yapilan analizler sonrasi GSH-NEM konjugatina ait piklerin
alikonma surleri tespit edildi. Daha sonra 6rneklerdeki GSH seviyelerini tespit
edebilmek icin GSH-NEM konjugatlarin standartlari hazirlandi. Standartlara
ait piklerin kantitasyonu igin pik alanlari cihazin programi (LC Solution) ile
hesaplandi. Pik alanlar kullanilarak GSH-NEM standart grafigi cizildi (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. GSH-NEM standart grafigi.

3.5.3. Okside Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Kan ve dokuda HPLC ydntemi ile GSH seviyesi belirlenirken ayriimis
olan orneklerdeki NEM'i uzaklastirmak i¢in 6rnek hacminin u¢ kati kadar
diklorometan organik c¢ozlucusu eklendi. Daha sonra her bir 6rnek 1 dk.
vortekslenerek NEM'’in organik faza gecip ekstrakte edilmesi saglandi. NEM'i
uzaklastirilmis ornekler Uzerine % 5 hacimde 4 M trietanol amin (TEAM)
cOzeltisinden eklenerek orneklerin pH’si1 7.0’ e getirildi. Daha sonra reaksiyon
ortami 0.038 mg/ml (48 mM) NADPH, 0.031 mg/ml DTNB ve 0.115 U/ml
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glutatyon reduktaz, 1 mM EDTA igeren 100 mM potasyum fosfat tamponunda
(pH:7) hazirlandi. Reaksiyon en son NADPH eklenerek baglatildi. Reaksiyon
bagslatildiktan 5 dk sonra glutatyon reduktazin NADPH kullanarak indirgedigi
glutatyonlarin DTNB ile reaksiyonu sonucu olusan TNB’nin 412 nm’deki
absorbansi odlglilerek GSH dizeyleri belirlendi. Olglimler mikro-plaka
oyucuda gergeklestirildi. Daha sonra GSSG ve total glutatyon seviyeleri doku
ornekleri icin yas doku agirliklarina, kan ornekleri i¢in hemoglobin

seviyelerine oranlandi (59,60).

Standart grafigi i¢cin 1.25 — 30.0 yM konsantrasyon araliginda GSSG
standartlari hazirlandi. Standart ve &6rneklerin ayni mikro-plaka igerisinde

absorbanslari olgulda (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Okside glutatyonun (GSSG) standart grafigi

3.5.5. Hemoglobin Olgiimii

Hemoglobin dlgimu igin ayiriimis tam kan orneklerinden 20 ul alinarak
icerisinde 5 ml Drabkin ¢dzeltisi bulunan tuplere aktarildi. TUpler yavasca
karistirldi ve 15 dk oda sicakhdinda bekletildikten sonra 540 nm’de
absorbanslar  Olgildi  (62). Hemoglobin standart grafigi igin insan
hemoglobini kullandi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Hemoglobin standart grafigi

3.6. Dokularda Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Dokular 1: 10 oraninda (w/v) soguk 100 mM potasyum fosfat tamponu
(2 mM EDTA, ph=7.0) igerisinde homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’'de
10000xg’de 15 dk. boyunca santrifujlendi. Santriflj sonrasi supernatantlarda
GST aktivitesine bakildi.

Glutatyon-S-transferaz aktivitesi, GSH’nin 1-kloro-2,4- dinitrobenzen
(CDNB) ile olusturdugu konjugasyon urinunun 340 nm’de absorbans artigi
uzerinden belirlendi (Sekil 3.5) (63).

Cl 3G
N02 N02

+ GSH —— =

Sekil 3.6. indirgenmis glutatyonun elektrofilik CDNB'’ye konjugasyonu
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Aktivite ortami 1 mM EDTA iceren 100 mM sodyum fosfat tamponu
(pH 6.5), 1 mM GSH, 1 mM CDNB, ve % 5 etanol igerecek sekilde hazirlandi.
Aktivite olgimleri 30 °C’de 340 nm’deki absorbans artisi lizerinden mikro-
plaka okuyucu (Moleculer Devices, Spektra Max M2) kullanilarak her bir
ornek i¢in 5 dk. boyunca izlenerek gerceklestirildi. Tum aktivite dlgimleri en
az Uc tekrarli olarak yapildi. Spesifik aktivite 9.6 mM™.cm™ absorbsiyon

katsayisi kullanilarak hesaplandi ve pmol min™.mg protein olarak ifade edildi.

3.6.1 Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Bradford yontemi (64)
temeline dayanan bir protein dlgiim kiti (Sigma-Aldrich) kullanildi. Olgiimler
Bradford’'un mikro-yontemine gore mikro-plaka kullanilarak, ticari Kitin
protokoline uygun olarak yapildi. Butin c¢alismalarda protein standardi
olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Bu kosullarda mikroplaka
kullanilarak yapilan élgim igin dogrusal ¢alisma aral@i 0.1-1.4 mg/ml olarak
belirtildi (Sekil 3.7) (65).
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Sekil 3.7. BSA standart grafigi
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3.7. Tumor Dokularinin Hemotoksilen-Eozin Histokimyasal Boyamasi

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra tumoér dokulari % 10’luk formol
cOzeltisine alinarak saklandi. Daha sonra formol igierisinde fikse edilen
dokulardan alinan kesitler parafine gomdulerek bloklar olusturuldu. Mikrotom
kesitleri lam (Gzerine alinarak standart hematoksilen-eozin (H+E)
histokimyasal boyama islemi gerceklestirildi. Sican meme timorlerinin
histopatolojik analizi Russo ve arkadaslar tarafindan belirtilen kriter ve

siniflamalara gore yapilmistir (66).

3.8. istatiksel Degerlendirme

Bu calismada elde edilen dederlerin karsilastiriimasi icin IBM SPSS
22 istatistik programi kullanildi. Parametrik olmayan bagimsiz ¢oklu gruplarin
istatiksel olarak degerlendiriimesi igcin Kruskal-Wallis siralamal tek-yonlu
varyans analizi yapildi. Bagimsiz ikili alt gruplar arasindaki farkin
degerlendiriimesi icin Mann Whitney U Testi yapildi. P < 0.05 olarak bulunan
degerler igin, iki grup arasindaki farkin istatiksel olarak anlaml oldugu kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Siganlarin Genel Durumlarinin Takibi

Siganlarin agirliklari enjeksiyon islemlerinin bagladigi tarihten itibaren
haftalik olarak él¢uldl. Zamana badli olarak deney gruplarinin agirliklarindaki
degisim Sekil 4.1’de gosteriimektedir. MNU grubundaki siganlarin agirliklari
8. haftadan itibaren diger gruplara gore % 20-35 oraninda azalmaya
bagladigi gozlendi. Tum gruplar arasinda Kir. grubundaki siganlarin

agirliklarinin en yuksek oldugu ve kontrol grubu ile paralel seviyede oldugu

tespit edildi.
300 -
=t K ONntrol
250 1 —m—xir.
MNU
200 -
—o—MNU + Klr.

Agirhik(g)
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M
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Sekil 4.1. Deney gruplarinin agirliklarinin degisimi.

Klorofilin  enjeksiyonu vyapilan siganlarin deri renklerinin yesile
doéndugu ve enjeksiyonlar tamamlandiktan sonraki 20 gun boyunca yesilimsi
rengi korudugu gozlemlendi. Sekil 4.2° de siganlarin enjeksiyon iglemleri

tamamlandiktan sonraki gun gekilmis goruntuleri gosteriimektedir.
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Sekil 4.2. Siganlarin enjeksiyon sonrasi goruntuleri

Tumor olusumu bagladiktan sonra 2-3 glun araliklarla dlgtlen timor
caplarinin geometrik ortalamalari hesaplandi. Enjeksiyon isleminden 83 gin
sonra MNU grubundaki bir siganda tumér olugsumunun basladidi tespit edildi.
Daha sonraki 2 hafta iginde MNU grubundaki 3 siganda daha timor olustugu
tespit edildi. 5 nolu siganda timoér olusmadigr fakat agirliginin giderek
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azalarak halsizlestigi gozlemlendi ve 128. gunde bu sigan sakrifiye edildi
(Sekil 4.3).

MNU + Kir. grubunda 1. siganda 83. gln, 2 nolu siganda 90. gunde
tumor olusumu goézlemlendi. Diger 3 siganda tumor olusumunun 140. ginden

sonra basladigi goruldu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. MNU grubunun timaor ¢aplari
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Sekil 4.4. MNU + Klr. grubunun tumar ¢aplari.
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MNU grubu (Sekil 4.5) ve MNU + Kir. grubundaki (Sekil 4.6) her bir
sicanda olusan tumor sayisinin zamana karsi degisimi incelendi. TUumoru
asiri buyldyen (tumoér ¢api>3 cm) ve durumu koétlilesen hayvanlar sakrifiye
edildi. Bu nedenle calisma surecinde 6nceden sakrifiye edilen siganlarin

tumor verileri grafiklerde erken sonlanmaktadir.
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Sekil 4.5. MNU grubunda olugan timor sayilari.
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Sekil 4.6. MNU + Klr grubunda olugsan tumor sayilari.
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4.2. DNA Hasarn Diizeyleri

Karaciger olusan DNA hasari goruntuleri Sekil 4.7’ de gdsterilmektedir.
Karacigerde olusan DNA hasari sonuglarina goére; kontrol ve Kir. gruplari ile
MNU grubu arasindaki olugan fark istatiksel agidan énemli bulundu (P<0.05).
MNU grubunda goézlenen yaklagik 1.5 birimlik DNA kuyruk momentinin
MNU+KIr grubunda 0.85 birime geriledigi, ancak kontrol ve tek basina Kir.
uygulanan gruplarin degerlerine (0.40 + 0.27, 0.46 £ 0.14) ulasamadidi
go6zlendi (Sekil 4.8).

Sekil 4.7. Karaciger DNA hasari goruntuileri: A) Kontrol; B) Kir.; C) MNU,;
D) MNU+KIr. grubu.
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Sekil 4.8. Karacigerde DNA hasar dizeyleri (**P<0.05, *P>0.05).

Kanda DNA hasari sonuglarina goére; MNU grubunda gozlenen DNA
hasari (1.36 + 0.16) hem kontrol (0.64 + 0.07), hem de Kir. (0.67 + 0.2) Ile
kargilastirildiginda yaklasik % 100 daha fazla idi. MNU+ Klr. grubunda (0.77
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t 0.11) bu oranin yaklasik % 75 civarina geriledigi gozlendi (P<0.05) (Sekil
4.9).

2.0

%k

1.5+ T

DNA kuyruk momenti

@0 @eo @ .

Sekil 4.9. Kanda DNA hasar duzeyleri (**P<0.05, *P>0.05).

TUmoér dokularinda olusan DNA hasari sonuglari Sekil 4.10’da
goOsterilmektedir. MNU+ Klr grubunda (0.18 + 0.09) tek basina MNU
uygulanan gruba (0.25 £ 0.11) g6re daha dusik DNA hasari tespit edilmis

olmasina ragmen iki grup arasindaki fark istatiksel agidan énemli bulunmadi

(P>0,05).
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Sekil 4.10. Timor Dokularinda DNA hasar dizeyleri (**P<0.05).
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4.3. Glutatyon Duzeyleri

4.3.1 HPLC Sonuglari

HPLC yontemine gore elde edilen kromatogram goéruntusinde GSH-
NEM konjugatinin diastereomerlerine ait art arda iki pik seklinde geldigi
gorildi. Orneklerde GSH ile konjugat olusturmayan NEM'’in fazlasinin 7.5-8.
dk. arasinda geldigi tespit edildi (Sekil 4.11). Reaksiyon ortamindaki tampon
ve TCA'nin 1-2. dk arasinda geldigi belirlendi. Karaciger ve kan
orneklerinden elde edilen kromatogram goruntileri Sekil 4.12 ve Sekil
4.13'de gosterilmektedir. Karaciger ve kan orneklerinde bulunan ve TCA ile
protein ¢okturme isleminden sonra ¢okmemis kuguk molekul agirlikh biyolojik
bilesenlerin ilk 2. dakikaya kadar elte olduklari belirlendi. Kromatogramda 3-
4. dakika arasinda GSH disindaki tiyol grubu igceren ve protein ¢oktirme

islemi sirasinda ¢okmemis olan diger bilesenler oldugu dusunulmektedir.

mAU
100265nm

NEM

757 GSH-NEM

AT

Sekil 4.11. GSH-NEM standartinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.12. Karaciger érnegininin kromatogram goéruntisa.
mAU
40-265nm
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Sekil 4.13. Kan drnegininin kromatogram goruntisu.

4.3.2. Kanda Glutatyon Duzeyleri

Kandaki total GSH duzeylerinin HPLC metodu ile elde edilen
sonuglarina gére MNU ve MNU+KIr. gruplarinda GSH duzeylerinin (sirasiyla;
6345 £ 3187 ve 6152 + 2147 nmol/g), kontrol ve Klr. gruplarinin degerlerine
(sirasiyla; 3770 £ 408 ve 4325 + 389 nmol/g) gore yuksek oldugu saptandi
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(sekil 4.14). Tek basina Kir. uygulanan grubun GSH degerleri ise kontrol

grubuna yakin bulundu.

15000+
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1 T
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Total GSH / Hb (nmol/g)
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Sekil. 4.14. Kanda HPLC ile belirlenen total GSH dlzeyleri

Kanda okside glutatyon (GSSG) duzeyleri incelendiginde ise MNU
grubunda GSSG duzeyinin diger gruplardan daha yuksek (12.9 + 7.0 nmol/g)
oldugu goézlendi (Sekil 4.15). KiIr. ve MNU+KIr. gruplarinda alinan sonuglar
(sirasiyla: 10.2 = 1.1 ve 9.1 = 0.9 nmol/g) ise kontrol degerine (7.1 = 0.9

nmol/g) yakindi. Gruplarin arasinda anlamli bir fark bulunmadi.
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Sekil. 4.15. Kanda GSSG duzeyleri
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Kanda GSH / GSSG oranlari de@erlendirildiginde gruplar arasinda
onemli bir fark bulunmadi (Sekil 4.16).

1000+

300- T 1

600+

4004

GSH/ GSSG

200+

0-

& & o8
Sekil 4.16. Kanda GSH / GSSG oranlari.

4.3.3. Dokularda Glutatyon Diizeylerinin Saptanmasi

Karaciger dokularinda total GSH duzeyleri spektrofotometrik yontemle
incelendiginde gruplar arasindaki farkhlik istatiksel agidan énemli bulunmadi
(Sekil 4.17). HPLC vyontemi ile incelendiginde ise MNU ve MNU+KIr
gruplarinin total GSH dizeyleri (sirasiyla; 2319 + 442 ve 3413 + 363 nmol/g)
arasindaki farkin istatiksel agidan énemli oldugu (P < 0,05), MNU + Kir.
grubu sonugclarinin kontrole (3172 + 233 nmol/g) yakin oldugu gézlendi (Sekil
4.18). Her iki yontemle de klorofilin uygulandigi gruplarda total GSH

dizeyinin kontrolle yakin dizeylerde oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.17. Karacigerde spektrofotometrik yontem ile belirlenen total GSH

duzeyleri.
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Sekil 4.18. Karacigerde HPLC yontemi ile belirlenen total GSH duzeyleri

(*P<0.05, *P>0.05).

Karaciger dokusunda GSSG duzeyleri (Sekil 4.19) ve GSH/GSSG

oranlari (Sekil 4.20) incelendiginde ise, gruplar arasinda istatiksel agidan

anlamli bir fark olmadigi saptandi (P>0.05).
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Sekil 4.19. Karacigerde GSSG duzeylerinin belirlenmesi
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Sekil 4.20. Karacigerde GSH / GSSG oranin belirlenmesi

MNU ve MNU+ Klr. gruplarindan alinan toplam 14 tumor dokusundaki
total GSH duzeyleri Tablo 4.1°de verilmistir. Gerek grup i¢i gerekse gruplar
arasi degerlendirmede alt ve Ust degerler arasinda 6nemli bir fark oldugu
go6zlendi. (Sekil 4.21).



Tablo 4.1. Tumor dokularinda total GSH duzeyleri
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Timoér No Total GSH/ Yas Doku
(nmol/g)
MNU 1 16
MNU 2 83
MNU 3 32
MNU 4 173
MNU 5 613
MNU 6 88
MNU+KIr. 1 104
MNU+KIr. 2 218
MNU+KIr. 3 49
MNU+KIr. 4 76
MNU+KIr. 5 118
MNU+KIr. 6 36
MNU+KIr. 7 62
MNU+KIr. 8 93

Total GSH / Yas Doku (nmol/g)
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Sekil 4.21. Tumor dokularinda total GSH duzeylerinin spektrofotometrik

yontem ile belirlenmesi
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4.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivite Sonuglari

Karaciger dokularinda GST aktiviteleri agisindan istatiksel agidan
anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.22). Tum gruplarda birbirine yakin
dizeyde GST aktivitesi (kontrol 169.2 + 10.8; Klr. 140.8 + 29.8; MNU 126.7 +
475 ve MNU+KIr. 168.0 + 44.8 nmol.dk*.mg) tespit edildi. Timor
dokularinda ise MNU+KIr. Grubunda (15.9 + 12.2 nmol.dk*.mg) MNU
grubuna (11.5 + 3.7 nmol.dk’*.mg ) gére daha yilksek GST aktivitesi bulundu
(Sekil 23).
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Sekil 4.22. Karaciger dokularinda GST aktivitesi
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Sekil 4.23. Tumor dokularinda GST aktivitesi
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4.5. Tumor Dokularinin Hematoksilen-Eozin Histokimyasal Boyamasi

TUmor dokularinin H+E boyamasi sonucu elde edilen goruntuler x40
blyuklikte incelendiginde, MNU+KIr. grubunda sari renkteki oklarla ifade
edilen fokal nekroz odaklarinin (Sekil 4.24), MNU grubuna (Sekil 4.25) gore
daha c¢ok sayida ve belirgin oldugu saptandi. Bu nedenle MNU+KIr.
grubunda timoérin daha hizli blyudagd sonucuna varildi. MNU+KIr.
grubunda beyaz oklarla gosterilen timor asiner yapisinin korundugu tespit
edildi. TUmor goruntiulerinde deri kismi mavi ok ile ifade edilmektedir.

Tamor goruntuleri daha buyuk Olgekte incelendiginde (x400) MNU
(Sekil 4.26) ve MNU+KIr. gruplarinda (Sekil 4.27) mitozdaki hicreler siyah
oklarla gosterildi. Her iki grupta da ¢ok sayida mitozda hucre goruldigunden
tumorlerin agresif 6zellikte oldugu tespit edildi. MNU+KIr. grubunda nekrotik

alan sari oklarla gosterildi.



Sekil 4.24. MNU grubu H+E gériintiisti (x40)

Sekil 4.25. MNU+KIr. grubu H+E goruntisu (x40)
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Sekil 4.26. MNU grubu H+E gorunttsi (x400)

Sekil 4.27. MNU+ Klr. grubu H+E goruntusu (x400)
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5. TARTISMA

Siganlarda meme kanseri arastirmalarina bazi tlrlerde spontan meme
timorlerinin olustugunun farkina variimasiyla baslanmistir (53). Deneysel
meme kanseri galismalarinda, in vivo hayvan modelleri kullanilarak cesitli
ajanlarin koruyucu etkileri gosterilmigtir. Bu tip c¢alismalarda Genellikle

Sprague-Dawley irki sigan segilmektedir.

Sicanlarda meme tumorleri viris enfeksiyonlari, genotoksik
kimyasallar ve radyasyonla induklenebilmektedir. Sican meme kanseri
modelinde, agresif timorlerin olusturulmasinda genellikle N-metil-N-nitrozire
(MNU) veya dimetil benzantrasen (DMBA) gibi polisiklik hidrokarbonlar
kullaniimaktadir. Bu iki karsinojen maddeyle olusturulan timorler histolojik ve
biyolojik olarak insandaki lezyonlara benzemektedir. TUmor indUksiyonu
hedef dokuya 6zeldir ve bir veya birkac dozda kolayca saglanabilmektedir.
Her iki karsinojen de meme adenokarsinomlarinin gelismesini saglarken,
uygulanan hayvanlarda herhangi bir sistemik toksisiteye rastlanmamaktadir.
(54,55). Bizim c¢alismamizda da MNU ile induklenmis meme kanseri modeli
olusturulmustur. MNU ve MNU + Kir. gruplarinda timoér olusumu tespit
edilmis ve bu dokularin patolojik degerlendirmeleri sonucunda bu durum
onaylanmistir.  Olusan tUmo6r dokularinin  adenokarsinoma (papiller,

kribriform ve solid) oldugu saptanmistir.

Calismamizda GST inhibitéru olarak daha 6nce arastirma grubumuz
tarafindan etkinligi saptanmis olan Klorofilin kullanilmig ve bu molekdlin
Ki®S" degerinin 1.7 + 0.2 pM ve Ki“®™® degerinin 4.2 + 0.3 pM oldugu tespit
edilmigtir (8). Molekdl ile ilgili olarak normal meme epiteli (MCF12A) ve meme
kanser hicre hatlarinda (MDA-MB-231 ve MCF- 7) hucre siklusu ve hicre
proliferasyonu Uzerine galismalar yapiimis ve bu molekulin hicrelerde hicre
proliferasyonuna yol agtiklari gozlenmigtir. Calismanin bu bolimu yayin
asamasindadir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda deney hayvanlar ile
caligsiimaya ve kimyasal olarak induklenmis meme kanseri modeli Uzerinde
inhibitér molekilin GSH ve GST Uzerindeki etkinligi incelemeye alinmigtir.

Tezin arastirma konusu bu bdlimden olusmaktadir.
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Klorofil bitkilerdeki fotosentez olayinin meydana gelmesini saglayan
yesil renkli biyolojik pigmenttir. Klorofiller veya bunlarin turevleri gida
sektorinde renklendirme amaclh katki maddesi olarak kullaniimaktadir (67).
Farmasotik olarak klorofil'e regetesiz bir ilag olarak ve klorofilin (klorofil'in
semisentetik, suda c¢ozunebilir, sodyum- bakir tuzu tdrevi ) seklinde
ulasilabilmektedir. Klorofilin, ila¢g kitiphanesinde yer alan ve insan igin zaten
guvenli oldugu bilinen bir bilesiktir. Klorofilin’in sigcan karacigerinde lipid
peroksidasyonunun inhibisyonuna neden oldugu (68,69) bu yolla da
mitokondriyi c¢esitli reaktif oksijen bilesenlerinden kaynaklanan oksidatif
hasardan koruma becerisinde oldugu bulunmustur (70) . Ayrica, radyasyona-
bagdli DNA ve mitokondri membran hasarini inhibe ettigi gosterilmis (71) ve
ayni zamanda oksidatif hasara karsi DNA’'nin potansiyel bir koruyucusu

oldugu gosterilmistir (72).

Son zamanlarda klorofilin  kanserle ilgili aragtirmalarda da
kullaniimaktadir. Klorofilin ve klorofilin ile ilgili bilesiklerin antioksidan,
antimutajenik, anti-timoral, anti-viral etkileri gosteren calismalar mevcuttur
(46) . Bitkisel bir pigment olan klorofil'in suda ¢oézunebilen bir tlrevi olan
klorofilin (Klr.)'in, aflatoksin absorbsiyonunu bloke eden engelleyici bir
molekul olarak gorev yaparak, aflatoksinin DNA'da meydana getirdigi hasari
azalttugini gosteren calismalar bulunmaktadir (47-50). Bu molekdillerin bu
etkilerini nasil gerceklestirdikleri ile ilgili molekller- mekanistik veriler yeterli
degildir.

MAP kinaz yolagini protein-protein iligkisi yoluyla diizenleyen GST P1-
1, apopitoz ve proliferasyonda rol alan JNK1’in endojen inhibitéri olarak
davranmaktadir. Stres altinda olmayan hucrelerde olusan GSTP1-1-JNK
heterokompleksi sayesinde apopitotik sinyal baski altinda tutulmaktadir.
Oksidatif stres altinda bu kompleksin birbirinden ayrilmasi ve GSTP1-1
oligomerizasyonuyla apopitoz indiklenmektedir (24,73). GST inhibitord olan
bir molekulin hucrelere verildikten sonra GST-JNK mekanizmasi Uzerinden
hicreyi apopitoza goéturme ihtimali varken, proliferasyon gdézlemlenmesi

klorofilin  molekulunun antioksidan 06zelligini 6n plana ¢ikardigini
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gOstermektedir. Nitekim calismamizda DNA hasar ile ilgili yapilan “Comet

Assay” yonteminde klorofilinin bu etkisi gozlenmistir.

DNA hasarini tespit etmek icin ¢ok sayida kimyasal ve biyokimyasal
test geligtiriimigtir. Cesitli DNA lezyonlarinin olgimunde birtakim analitik
teknikler; immunokimyasal teknikler, kapiller elektroforez, tek hucre jel
elektroforezi (Comet Assay), 32P “post labeling” 6lgim teknikleri, alkalin
elisyon testi ve kromatografik teknikler gibi yontemler kullanilmaktadir (74-
76). “Comet Assay” basit, hizli, duyarli olmasi, farkh hdcre tipleri ve DNA
hasar cesitleri igin uygulanabilirligi, en 6nemlisi ise radyoaktif isaretleme
gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar olgimunde siklikla tercih edilen bir
yontemdir. Olusan DNA kiriklarinin elektroforezde anoda dogru gé¢cmesiyle
olusan kuyruklu yildiz goruntisi nedeniyle yontem bu ismi almistir (77,78).
Olusan kuyruk goruntisunin DNA hasari ile iligskilendirilebilmesi igin kuyruk
uzunlugu, yogunlugu ve momenti gibi 6lcim parametreleri taretilmigtir.
Kuyruk momenti kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunun carpimiyla
turetilmis ve DNA hasarini seviyesini daha dogru yansittigi dusunulen bir
parametredir. Bu nedenle bu calismada DNA hasari seviyelerinin kuyruk

momenti ydoninden degerlendiriimesi uygun bulundu. (79,80).

Kan, karaciger ve tumor dokularinda incelenen DNA hasari
sonuglarina gore Kir+MNU grubunda MNU’dan kaynaklanan DNA hasarinin
Kir. ile 6nemli derecede azaldidi tespit edildi. Hayvanlarda timor olustuktan
sonra MNU+KIr. grubunda tumor caplarinin daha hizli artmasi, tumorlerin
H+E goruntulerinde fokal nekrotik odaklarinin daha fazla ve belirgin olmasi
klorofilinin antioksidan d6zelliginin baskin c¢iktigini  ve hucre kalturd
calismalarinda elde edilen proliferasyon sonuglarini  destekledgini
ispatlamaktadir.

Pek c¢ok kanser turinde oldugu gibi meme kanseri tedavisinde
karsilagilan 6nemli sorunlardan biri kanser hucrelerindeki proliferasyonu
etkileyen protein ekspresyonundaki degisikliklerdir. Literatirde kanser
hdcrelerinin kemoterapdtik ilaglara karsi direng gelistirmesinde glutatyon ve

glutatyona bagh enzim dlzeylerinin degistigini gosteren c¢alismalar
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mevcuttur. Birgok kanser hucre dizisinde glutatyon S-transferazlarin, 6zellikle
de glutatyon S-tranferaz P1-1 (GST P1-1) izoziminin asiri Uretimi ve
glutatyon konjugasyonu araciligiyla kemoterapotik ajanlari inaktive ederek
ilag direncini indUkledigi bilinmektedir (3-5). Bizim c¢alismamizda kan
orneklerinde glutatyon degerleri HPLC ile degerlendirildi. Siganlardan alinan
kardiyak kan orneklerinin yaklasik 3 ml olmasi ve “comet assay” i¢in 2 ml kan
ornegine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle geri kalan miktarda sadece HPLC
analizi gercgeklestirilebildi, spektrofotometrik 6lcim yapilamadi. Bu yéntemle
alinan sonuglarda Kontrol ve Kir. Gruplarinda birbirine yakin (sirasiyla; 3770
+ 408 ve 4324 + 389 nmol/g) sonuglar elde edilirken MNU ve MNU+KIr
gruplarinda daha ylksek degerler (sirasiyla 6345 + 3187 ve 6152 + 2148
nmol/g) elde edildi. Bu sonuglar literatirdeki meme kanseri modeli igin
siganlarin total GSH duzeyleri ile (2367-8864 nmol/g) uyumlu idi (81-83).

Hlcresel seviyede, GSH homeostazi biyosentez, oksidasyon, import
ve eksport arasindaki dengeyle saglanir. Doku ve organizma ise bu GSH
metabolizmasi ile ilgili proseslere ve dokular arasindaki GSH akigina baglidir
(84). Hucrelerden GSH salinimi homeostatik mekanizmalar igin énemli bir
faktordur. Plazma GSH kaynaginin ¢ok buyuk bir kismini karaciger olusturur
(85).

Glutatyon konsantrasyonu cesitli oksidan ajanlarla karsilastigi zaman
degismektedir. Okside glutatyonun miktari artmakta ve hicrede GSH/GSSG
oranini  korumak amaclyla GSSG’nin hucre digsina transfer edildigi

bilinmektedir.

Cesitli  biyolojik olaylarda, &rnegin  antimikrobiyal savunma,
iltihaplanma, kanser radyasyon hasari, fotobiyolojik etkiler ve yaslanmada
reaktif oksijen tlrleri ise karisir. Sonugta protein oksidasyon Urunleri, lipid

peroksidasyon urunleri ve DNA baz hasarlari ortaya ¢ikar (86).

GSH ve GSSG hucrenin ana tiyol redoks sistemini olusturur.

GSH/GSSG oraninin korunmasi hiicrenin canlihidr agisindan énemlidir (87).
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Biyolojik o6rneklerde, GSH’nin varliginda, GSSG tayini, dusuk
derisimlerde olmasi nedeniyle, zordur. Bu nedenle GSHIn ortamdan
uzaklastirimasi gerekmektedir. GSSG odlgimunde tiyol gruplarinin bloke
edilmesi icin NEM kullanildi. NEM tiyollerle hizli bir sekilde tepkimeye giren
ve spesifitesi olduk¢a yuksek olan bir maddedir. Boylece orneklere NEM
uygulanarak redukte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
doénlsimu engellenir ve GSH ve GSSG seviylerinin ayri ayri belirlenmesine
olanak saglanir. Calismamizda karaciger doku ornekleri NEM ile muamele
edildikten sonra HPLC metoduyla redukte GSH, spektrofotometrik yontemiyle
de GSSG seviyeleri belirlendi. Ayni o6rneklerin total GSH duzeyleri
spektrofotometrik yontemle de belirlendi ve birbirine yakin sonuclar elde
edildi. Her iki yontemle de MNU grubunda GSH seviyesinin diger gruplara
gore dusuk ciktigi gozlemlendi. Bu durum; MNU enjeksiyonu yapilan
gruplarda olusan oksidatif stresi engellemek amaciyla daha fazla GSH
tuketilmesinin sebep olabilecegini dugundurdu. Yapilan benzer ¢aligmalarda
MNU ile indliklenen kanser modellerinde GSH dizeyinin kontrol ve
antikarsinojen madde uygulanan gruplara gore yaklasik %10 -25 daha dusuk
oldugu belirtiimistir (84-86).

Spektrofotometrik yontemde &rneklerin GSH dizeyleri mikro-plaka
dizeneginde daha hizl ve pratik bir sekilde dlgulebilirken, HPLC metodunda
her bir 6rnek icin analiz suresi en az 20 dk. surmesi yontemler arasindaki
zaman kullanimi agisindan &6nemli farklardan biridir. Diger yandan
spektrofotometrik yontemde enzimatik bir reaksiyon sonucu olusan TNB’nin
412 nm'deki absorbansi dlgulerek GSH duzeyi belirlenmektedir. Bu nedenle
enzim aktivitesini etkileyecek pH, sicaklik, tampon ve reaksiyon ortami
bilesenleri, protein ¢dktirmek icin kullanilan kimyasallar, gibi bircok faktor
hatali sonuglara neden olabilmektedir. DTNB nin 1siktan etkilenmesi ve kor
okumasi yapilan 06rnegin zamanla farkli absorbans vermesi yanlis
okunmasina neden olabilecek diger unsurlardir. Ayrica orneklerdeki diger
tiyol grubu iceren bilesikler spektrofotometrik yontemde interferansa neden
olmaktadir. Bu nedenle bazi dlgimlerin beklenenden farkli gcikmasi sonuclari

olumsuz etkileyebilecek olasi bir durumdur. Bu nedenlerden dolayr bu
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calismada spektrofotometrik yontemle elde edilen sonugclari teyit etmek igin
HPLC yontemi kullaniimasina ihtiyag duyulmustur. HPLC metoduyla
belirlenen total GSH seviyeleri, spektrofotometrik yonteme gére daha yuksek
bulunmus ve HPLC metodunda her bir deney grubu i¢in hesaplanan standart
sapma degerinin spektrofotometrik yonteme gore daha dusuk c¢iktigr tespit

edilmigtir.

Glutatyon S-transferazlar, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle
daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere donusimuna
katalizleyen Faz-1l detoksifikasyon enzim ailesidir. Calismamizda, karaciger
ve tumor dokularinda GST aktiviteleri incelendiginde MNU grubunda élgllen
GST aktivite degerinin (126.7 + 47.5 nmol.dk™*.mg™) kontrol grubunda &lgiilen
aktivite degerinden (169.2 + 10.8 nmol.dk*.mg™) yaklasik % 25 daha diisiik
oldugu tespit edilmigtir. MNU+KIr. grubunda GST aktivitesinin (168.0 + 44.8
nmol.dk*.mg™®) kontrol grubuna ¢ok yakin olmasi klorofilinin karaciger
dokusunda koruyucu etkisinin oldugunu gdstermektedir. MNU sitotoksik bir
kimyasal oldugundan karacierde GST aktivitesinin dusmesine neden
olmaktadir (88) . Daha 6nce yapilan meme kanseri modeli calismalarinda da
karaciger GST aktivitelerinin MNU grubunda kontrol grubuna goére yaklasik
ayni oranlarda dusuk ¢iktigi gosterilmektedir (88,89) . MNU+KIr. grubunda
klorofilin sayesinde MNU’nun karacigerde sitotoksik etkiyi neredeyse % 100
onledigi kanitlanmistir. Tumor dokularindaki GST aktiviteleri incelendiginde,
her timor dokusunun buyudklagua farkl oldugundan GST aktiviteleri de farklihk
gOstermektedir. Ayrica denek sayisi az oldugundan tumor dokularinda GST
aktivitesi standart sapma degeri ylksek bulunmustur. Bu nedenle MNU ve
MNU+KIr. gruplarinda hem GST aktivitesi hem de glutatyon seviyeleri
agisindan anlamli bir kargilagtirma yapilamadi.

GST’lerin detoksifikayon enzimi olma diginda bazi molekulleri yapisina
baglayarak bu molekulleri korumak gibi onemli 6zellikleri de bulunmaktadir
(90,91) . Yapisinda porfirin halkasi bulunan klorofilinin ve klorofillin
katabolitlerinin GST enzimleri tarafindan baglandigini gosteren calismalar

mevcuttur (91-93) . Bizim c¢alismamizda Klir. ve MNU+KIr. gruplarindaki
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siganlara klorofilin enjeksiyonlari tamamlandiktan sonra yaklagik 20 gun
boyunca siganlarin derilerinin yesil renkte oldugu goézlemlendi. Bu durum
klorofilinin GST’ler tarafindan tutularak GST inhibisyonuna ek olarak uzun
sure  antioksidan molekldl olarak etki gOstermis  olabilecegini
dugundurmektedir. MNU+KIr. grubunun karaciger dokusundaki glutatyon
duzeylerinin MNU grubuna goére yuksek bulunmasi ve buna bagli olarak
MNU+KIr. grubunun kan, karaciger ve tumor dokularinda DNA hasari
seviyelerinin - MNU grubuna go6re duguk bulunmasi bu durumu

desteklemektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak, bu tez calismasinda GST P1-1 (zerinde inhibisyon
etkisi oldugu kanitlanmis antioksidan bir molekul olan klorofilinin inhibisyon
ve antioksidan 6zelliginden yararlanilarak kimyasal olarak indiklenmis meme
kanseri modeli Uzerindeki etkileri belirlenmigtir. Klorofilin kan, karaciger ve
tumor dokularinda antioksidan 0zelligi sayesinde karaciger dokusunda
glutatyon duzeyinin artmasini saglarken kan, karaciger ve tumor dokularinda
MNU kaynakli DNA hasarini engellemektedir. Bu galismanin devaminda
karaciger, bobrek, kalp ve dalak organlari ve timoér dokularinda glutatyon
peroksidaz (GPx) , glutatyon rediktaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) gibi antioksidan enzim aktiviteleri arastirilmasi planlanmaktadir.
Ayrica klorofilinin MNU ile indiklenmis meme kanseri modeli Gzerine olan

erken donem etkileri de arastirilacaktir.

GST izozimlerinin (6zellikle timoér dokularinda Pi ve karaciger
dokularinda Mu ) ekspresyonunlarinin degerlendiriimesi daha yol gdsterici

olacaktir.

Antioksidan 6zellige sahip molekullerin kanser tedavisi alan kigilerde
kullaniminin tartigiimasi gerektigi kacinilmazdir. Oksidatif hasari onleme
adina gerek hicre kultiri calismalarinda kanser hucrelerinde proliferatif
etkiye neden olmalari, gerekse deney hayvanlari uygulamalarinda savunma
odakli davraniglari sonucu detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinde
degisiklige neden olmamasi, DNA hasarini geriye dondurebilme gibi
mekanizmalari harekete gegirebilmeleri nedeniyle kanser tedavisini istenen

amagctan uzaklastiracagi gorusundeyiz.
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