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SISPLATIN ILE UYARILAN KAS TOKSISITESINE KARSI
LIGANDROLUN KORUYUCU ETKILERIi

OZET

Sisplatin, farkli kanser tedavilerinde kullanilan 6nemli bir kemoterapdtik ajandir.
Sisplatin kullanimi ayn1 zamanda kas, sinir, bobrek ve kan sistemleri {izerinde ciddi
sitotoksik etkilere neden olmaktadir. Ligandrol, kaslar1 giiclendirme amaciyla
gelistirilmis, yeni bir nonsteroid oral segici androjen reseptor modiilatoriidiir (SARM).
Mevcut calisma sisplatin ile uyarilan kas toksisitesine karsi ligandroliin koruyucu
etkilerini ortaya koymay1 amaglamistir.

Calisma kapsaminda sitotoksik etkiler, fare kas hiicre hatlarinda (C2C12) hiicre
canliligt (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) denemeleri ile belirlenmistir.
Oksidan/antioksidan durum, total antioksidan kapasite (TAK) ve total oksidatif durum
(TOD) ile ortaya koyulmustur. Ayn1 zamanda, uygulamalar sonras1 hiicre dongiisii
analizleri, DNA fragmentasyonu, kaspaz 3/7 aktiviteleri, lipid peroksidasyonu ve
intraselliiler kalsiyum konsantrasyon seviyeleri degerlendirilmistir. Bununla birlikte,
irritant/antirritant etkiler yumurta koryoallantoyik membran (HET-CAM) metodu ile
tespit edilmistir.

Sonuglarimiz, sisplatin ile muamele edilen hiicrelerde ligandroliin ortamdaki hiicre
canliligini korudugu; hiicre membran hasarinin belirtilerinden olan LDH salinimini ve
intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu Onemli derecede (p<0,05) azalttigini
gostermistir. Ligandrol, sisplatin ile uyarilan TOS seviyelerini 6nemli derecede
(p<0,05) azaltirken, TAK kapasitelerini onemli derecede (p<0,05) arttirmistir.
Bununla birlikte oksidatif stres ile indiiklenen DNA fragmentasyonundaki ve lipid
peroksidayonu son iiriinii olan malondialdehit konsantrasyonundaki artigi inhibe
etmistir. Ligandroliin sisplatin ile kombinasyon uygulamasi, yalniz sisplatin
uygulamalarina kiyasla kaspas 3/7 ekspresyonu artiglari araciligiyla apoptozu aktive
etmistir. HET-CAM irritasyon denemesinde giiglii irritant etkilere yol agan sisplatinin
etkinligi, ligandrol uygulamalari ile 6nemli derecede (p<0,05) zayiflatilmustir.

Sonug olarak, sisplatin ile uyarilan kas toksisitesine kars1 ligandroliin 6nemli derecede
koruyucu etki gosterdigi ilk kez olarak bu ¢aligmada ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Ligandrol, sisplatin, kas, oksidatif stres, toksisite

VI



PROTECTIVE EFFECTS OF LIGANDROL AGAINST
CISPLATIN INDUCED MUSCLE TOXICITY

SUMMARY

Cisplatin is an important chemotherapeutic agent used in different cancer treatments.
Cisplatin use also causes serious cytotoxic effects on muscle, nervous, kidney, and
blood systems. Ligandrol is a new nonsteroidal oral selective androgen receptor
modulator (SARM) developed for muscle strengthening. The present study aimed to
demonstrate the protective effects of ligandrol against cisplatin-induced muscle
toxicity.

In the present study, cytotoxic effects were determined by cell viability (MTT) and
lactate dehydrogenase (LDH) assays in mouse muscle cell lines (C2C12). The
oxidant/antioxidant status was demonstrated by total antioxidant capacity (TAC) and
total oxidative status (TOS). Cell cycle analysis, DNA fragmentation, caspase 3/7
activities, lipid peroxidation, and intracellular calcium concentration levels were
evaluated. Irritant/antirritant effects were determined by the egg chorioallantoic
membrane method (HET-CAM).

Our results showed that combination treatment of cisplatin and ligandrol significantly
(p<0.05) ameliorated the cell viability while significantly (p<0.05) reducing LDH
release and intracellular calcium concentration which are signs of cell membrane
damage. Ligandrol significantly (p<0.05) decreased cisplatin-induced TOS levels
while significantly (p<0.05) increasing TAC levels. The increase in DNA
fragmentation and the increase in malondialdehyde concentration, the end product of
lipid peroxidation, induced by oxidative stress was inhibited. Combination
administration of ligandrol and cisplatin activated apoptosis via increases in caspase
3/7 expression compared to cisplatin alone. The effectiveness of cisplatin, which
showed strong irritant effects in the HET-CAM irritation trial, was significantly
weakened after ligandrol applications.

As a result, it was demonstrated for the first time with this study that ligandrol has a
significant protective effect against cisplatin-induced muscle toxicity.

Keywords: Cisplatin, ligandrol, muscle, oxidative stress, toxicity






BOLUM 1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesinden dolay1 olusan koétii huylu (sinirsiz olan
ve bitigik veya uzak dokulara yayilabilen) biiylimenin sonucu olarak ortaya ¢ikan bir
hastaliktir (Bekisz ve Geris, 2020). Hiicre boliinmesi, farklilasmasi, transkripsiyonu
ve gen ekspresyonu gibi hiicresel siiregleri yoneten genlerdeki ardigik mutasyonlarin
ilerlemesi ile olusur. Kanser hiicreleri kendi kendine yeterlilik kazanarak kontrolsiiz
biiyiir ve boliiniir. DNA gelisimindeki degisiklikler, hiicrelerin hizli béliinmesi yoluyla
mutasyona ve hemen ardindan asir1 hiicre bitylimesine yol agan ikinci bir mutasyona
sebep olur. Bu mutasyonlar ise hiicre zarlarini pargalayarak metastaza (yayilma) sebep
olan kotii huylu (malign) timérlere doniisiir (Korgaonkar ve Yadav, 2019). Malign
timorler kanser olarak adlandirilir. Hiicrelerin asir1 farklilasmasindan dolay1 orijinleri
belirlenemez, lenf ve kan yoluyla uzak organlara yayilir. Malign tiimérlerin yaninda
bening (iyi huylu) tiimérler de bulunmaktadir. Metastaz 6zellikleri bulunmamakla
birlikte belirli sinirlara sahiptir ve orijinlerini tahmin etmek miimkiindiir. Kanser
hiicreleri, normal hiicrelerden bir¢ok yonden farklilik gosterir. Normal hiicreler
biiyliylip geliserek farkli fonksiyonlara sahip hiicrelere veya dokulara doniisebilirken,
kanser hiicrelerinde bu durum gozlenmez. Bu, normal hiicrelerin aksine, kanser
hiicrelerinin durmadan béliinmeye devam etmelerinin bir nedenidir. Kanser hiicreleri,
programlanmis hiicre 6limii veya apoptoz olarak bilinen siirecin baglatilmasini
saglayan sinyalleri engelleyebilir, immiin sistemden kaginabilir, hatta immiin yaniti
engelleyen bazi immiin sistem hiicreleri sayesinde hayatta kalarak biiylimesini

stirdiirebilir (Vinay ve ark., 2015).



1.1. Kanserin Siniflandirilmasi

Kanserin teshis ve tedavisi, k6tii huylu (tlimor) olup olmamasina, kdkenine, histotipine
(dokudan olusan), derecesine ve viicutta yayilmasina dayanmaktadir. Bu 6zelliklere
dayanarak gelistirilen kotii huylu timor simiflandirmasi tanimlanmistir (UICC, 2017).
Bu smiflandirma ise epidemiyolojik, morfolojik, fenotipik ve biyolojik verilere
dayanmaktadir (Carbone, 2020). Ké6tii huylu tiimorler su sekilde siniflandirilmaktadir:
organ/sistem spesifik tip, dokudan olusan tip, derece ve TNM sistemine (Timor

Evreleme Sistemi) gore evre durumu.

Spesifik tip: ilk olusum yerine gore kanserler meme kanseri, akciger kanseri, prostat
kanseri, karaciger kanseri, bobrek kanseri, agi1z kanseri, beyin kanseri vb. gibi spesifik

tiplerde olabilir.

Histotip: Olustugu dokuya gore 6 ana kategoriye ayrilir:

e Karsinom: Viicudun i¢ yiizeyinde organlari saran ve dis yiizeyini
kaplayan epitel dokudan orijinlenir. Epitel dokunun viicudun biiyiik bir
cogunlugunu kaplamasi sebebiyle kanser vakalarinin %80-%90’1mn1
olusturur (Frank, 2007). Cogu karsinom salgi yapabilen bez ve
organlari etkiler (gogiis, akciger, kolon, prostat, mesane kanseri).

e Sarkom: Kas, kemik, kikirdak ve yag doku gibi bag ve destek
dokularindan orijinlenir.

e Miyelom: Kemik iligindeki plazma hiicrelerinden orijinlenir.

e L[osemi: Kemik iliginden orijinlenir. Hastalik, gelismemis akyuvar
hiicrelerinin fazla iiretimi ile iliskilendirilmektedir.

e Lenfoma: Lenfatik sistemde bulunan bez veya nodiillerden orijinlenir.

o Karisik tip: Bir veya daha fazla kategori igerisinde bulunan bilesenleri
icerir. Mezodermal tiimor, karsinosarkom, adenoskuaméz karsinom,
teratokarsinomu ve blastomalar (embriyonik dokular1 igeren tiir) bu tipe

Ornek olarak verilebilir.



Derece: Tiimorlerin derecelerine gore siniflandirilmasi, bir hastaligin iyilesme sansi
olup olmadigi ile ilgili siirecin (prognoz) bir pargasidir (Rosai ve Ackerman, 1979).
Hiicrelerin kendilerini ¢evreleyen dokuya nazaran ne kadar degistigi, tlimoriin

derecesini belirler. Bu derece sayisal olarak ifade edilir.

e 1.Derece: Hafif anomaliteye sahip iyi farklilasmis hiicreler

e 2. Derece: Orta derecede anomaliteye sahip orta derecede farklilasmis
hiicreler

e 3. Derece: Yiiksek anomaliteye sahip az farklilasmis hiicreler

e 4. Derece: Cok yiiksek anomaliteye sahip olgunlasmamus, ilkel ve

farklilasmamus hiicreler

Evre durumu: Uluslararast Kanser Savas Orgiitii, TNM sistemini kullanarak bu
siiflandirmay1 standart haline getirmistir. T (tlimor) ilk olusum yerindeki genigleme
derecesini, N (nodiiller) bolgesel lenf nodiillerindeki klinik bulgulari, M (metastazlar)
yayilmanin varligini ifade eder. Ornegin TO, NO ve MO bu bulgulara rastlanmadigini
gosterirken; 1°’den 4’e kadar yapilan numaralandirmalar bulgularin arttigin
gostermektedir. X ise bu bulgunun degerlendirilemeyecegine isaret eder. Bu evreler

ayn1 zamanda farkli bir yol ile agiklanabilir:

e Evre 0: Anormal hiicreler mevcuttur ancak yakindaki dokulara
yaytlmamustir. Bu durum karsinom in situ (CIS) olarak da adlandirilir.
CIS kanser degildir, ancak kansere dontisebilir.

e Evre 1, 2 ve 3: Kanser mevcuttur. Say1 ne kadar yiliksekse, timor o
kadar biiyiik ve yakindaki dokulara daha fazla yayilmistir.

e Evre 4: Kanser viicudun uzak bolgelerine yayilmstir.

1.2. Risk Faktorleri

Hentiz kanserin kesin bir sebebi belirlenememis olsa da viicutta kanser olusumuna

neden olmasi muhtemel bir¢cok faktor tanimlanmistir. Bu faktorlere "kanser risk



faktorleri" denir. Kansere neden bu olan bu risk faktorleri, jenerasyonlar boyunca
merak uyandirmistir. 1950 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan diizenlenen
bir sempozyumda, diinyanin farkli bolgelerinde bulunan ¢esitli kanser tiirlerine dikkat
¢ekilmistir (HRCP, 1996). Farkli iilkelere go¢ eden insanlarin, kendi tilkelerinden ¢ok
goc ettikleri iilkedeki yaygin kanser tiirlerine yakalandiklar tespit edilmistir. Bu
durum kanserin genetik faktorlerden cok, cevresel faktorlerden kaynaklandigini

gostermektedir.

Kansere sebep olan faktorlerin %90-%95’ini ¢evre ve yasam seklinden kaynakli
genetik  mutasyonlar olustururken, kalan 9%5-%10’unu  kalitsal faktorler
olusturmaktadir ve en 6nemli risk faktorleri olarak sigara, diyet, obezite ve alkol,
mesleki ve g¢evresel karsinojenler, patojenler, radyasyon, hormonlar ve immiin

kosullar ve genetik sayilabilir (Anand ve ark., 2008).

Risk faktorlerinin biiyiik ¢ogunlugunun cevresel etmenlerden olugmasi ve bu
etmenlerin yasam seklini olusturan se¢imler ile kontrol edilebilmesi, kanserin genel
olarak dnlenebilecegini gdstermektedir. En 6nemli risk faktdrlerinden olan sigara ve
alkol tiiketiminin en aza indirgenmesi ile kanseri riski azaltilabilir. Daha temiz ¢evre
kosullarinin olusturulmas1 ve yasam seklindeki degisiklikler (saglikli beslenme,
fiziksel aktivite) yine kanserin Onlenebilmesi agisindan alinabilecek tedbirlerden
birkacidir. ilag kullanimi, as1 ve cesitli tedavi yontemleri de kanseri dnlemek adina

kullanilmaktadir.

1.3. Kanser Patofizyolojisi

Patofizyoloji, bir hastalik siirecinin nedeni veya sonucu olan viicut islevlerindeki
anormal degisikliklerin incelenmesini ifade eder. Patofizyoloji, fiziksel, zihinsel veya
psikofizyolojik bozukluklarin hastalik siiregleriyle dogrudan iliskilendirildigi siiregleri
kapsamaktadir. Kanser patofizyolojisinde ise bir hiicrenin kanserlesmesi i¢in geg¢irdigi
tim stireclere karsinogenez denir. Bu siirecler genetik, epigenetik veya hiicresel

seviyelerde gergeklesebilir (Korgaonkar ve Yadav, 2019).



Genetik

Genler normal bir hiicrenin biiytimesi, gelisimi, 6liimii gibi stiregleri diizenlemektedir.
Bu siiregler bir kanser hiicresinde anormal bir sekilde ilerlediginden, bir hiicrenin
kanser hiicresine doniisebilmesi i¢in bu siirecleri diizenleyen genlerin degisiklige
ugramasi gerekir (Croce, 2008). K6tii huylu bir tlimoriin olusmasi igin tek bir genetik
degisiklik yeterlidir. Hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen komplikasyonlarin
(kromozom kayb1 ya da kazanimi1) veya her tiirlii karsinojen maddeye maruz kalmanin
sonucu (mutasyon olusumu) olarak, kanser olusumuna sebep olan genetik degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu degisiklikler genellikle somatik hiicrelerde (genetik
aktarimda rol almayan) gergeklesir fakat genetik aktarimda rol oynayan hiicrelerde de
(tireme hiicreleri) meydana gelebilmektedir. Kanser olusumuna sebep olan, degisiklige
ugramis genler onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir. Hiicre biiyliimesi,
farklilasmasi ve g¢ogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu olusan onkogenler tiimor gelisimine; tiimor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar ise hiicre dongiisiiniin inhibisyonunu engelleyerek
anormal hiicre biiyiimesine neden olur. Sonug olarak bu mutasyonlar normal hiicreleri
kanserli bir hiicreye doniistiirecek genlerin aktivasyonu veya inaktivasyonu ile

sonuglanir (Luo ve ark., 2009).

Onkogenler: Hiicre biiyiimesini ve farklilagsmasini regiile eden ve regiilasyonda ilgili
sinyallerin iletilebilmesi ig¢in protein kodlayan proto-onkogenler, mutasyona
ugradiginda kansere sebep olan onkogenlere doniisiir. Onkogenler kromozomlarmn
yeniden diizenlenmesi (kromozom translokasyonu, kazanilmasi veya kaybedilmesi) ya
da gen yapisini veya ekspresyonunu etkileyen niikleotid yapisi tizerindeki degisiklikler
(mutasyon, delesyon, gen amplifikasyonlari) ile aktiflenmektedir (Jefford ve Irminger-
Finger, 2006). Onkogenlerin aktiflenmesi 3 sekilde gergeklesebilir: protein
yapisindaki degisiklikler (proto-onkogenlerin mutasyonu), protein konsantrasyonunun

artmasi ve kromozomal translokasyon.

Tiimér Baskuayict Genler: Hiicre boliinmesini yavaglatan, DNA hatalarini onaran ve
apoptozun ger¢eklestirilmesini saglayan genlerdir. Hiicre ¢ogalmasi veya 6liimii igin

kontrol noktalar1 gérevi goren proteinleri icerir. Tiimdr baskilayici genler, hiicresel



yayilimi ve tiimdr ilerlemesini engelleyerek hareket eden genlerdir. Tiimor baskilayici
gen inaktivasyonu, hiicre dongiisiiniin inhibisyonunu engelleyerek kansere doniisen,

anormal hiicre proliferasyonuna (¢ogalmasina) neden olur.

Epigenetik

Epigenetik, bir genotipin ekspresyonunu belirli bir fenotipe doniistiiren tiim molekiiler
yollar1 ifade eder. Epigenetik ¢ogunlukla gen aktivitesini ve ifadesini etkileyen
degisiklikleri igerir ancak bu terim DNA dizisinde degisiklikler igermeyen bir kalitsal
fenotipik degisiklikleri tanimlamak i¢in de kullanilabilir (Jones ve Laird, 1999; Baylin
ve Ohm, 2006; Dupont ve ark., 2009). Hiicreler boliindiigiinde epigenetik degisiklikler
korunur ve boylece bir sonraki nesle aktarilabilir. Epigenetik degisiklikler belirli
genlerin aktivasyonunu degistirirken, DNA'nin genetik kod dizisini degistirmez. Bu
degisikliklerle birlikte DNA’nin mikro yapisinda veya kromatin proteinlerinde
aktivasyona ve gen ekspresyonunun 6nlenmesine sebep olacak sekilde degisiklikler
olusabilir. DNA yapisinda olugsacak bir hasar onarilabilir olsa da epigenetik
degisiklikler sabit kalabilir (Cuozzo ve ark., 2007). Epigenetik degisiklikler DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA (non-coding RNA-ncRNA)

regiilasyonu mekanizmalar1 sonucunda meydana gelir.

DNA metilasyonu: DNA'ya bir metil (CHsz) grubunun eklenmesiyle genlerin
ekspresyonunu ve dolayisiyla iglevini etkileyen siirectir. DNA metiltransferazlar
(DNMT'ler) tarafindan DNA'nin sitozin halkasinin C-5 pozisyonuna kovalent olarak
eklenmesidir (Robertson, 2005) ve sitozin-fosfat-guanin bolgesinde (CpG) meydana
gelir. CpG bolgesindeki diizensiz ve asir1 metilasyona (hipermetilasyon) bagli olarak
transkripsiyon engellenir (Suzuki ve Bird, 2008) ve tiimor baskilayici genler
susturulur. Timor baskilayict genlerin baskilanmasiyla kontrolsiiz hiicre boliinmeleri

meydana gelir.

Histon modifikasyonu: Histonlarda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon ve sumoilasyon gibi kovalent modifikasyonlar gen
transkripsiyonu, DNA replikasyonu ve DNA onarimi gibi hiicresel stiregleri regiile
eden epigenetik mekanizmalardir (Cedar ve Bergman, 2009). Bu modifikasyonlarda



en yaygin olarak karakterize edilenler, histon yapisinin N-Terminal kisimda olusan
asetilasyon ve metilasyondur. N-Terminal kisminda bulunan lizin ve arjinin
rezidiilerinde gergeklesir ve kromatin yapisin1 degistirirerek transkripsiyonal

aktivasyona veya baskilamaya sebep olur (Jin ve ark., 2011).

Kodlamayan RNA regiilasyonu: Kodlamayan RNA (ncRNA) bilgi igermesine ve
fonksiyonu olmasina ragmen protein kodlamayan RNA’lardir. ncRNA’lar transfer
RNA(tRNA) ve ribozomal RNA(rRNA)’nin yani sira mikro RNA(miRNA), susturucu
RNA(SIRNA) ve kiigiik niikleolar RNA(snoRNA)’lardir. Bu RNA’lar kromatin
yapisi/epigenetik hafiza, transkripsiyon, ug¢ birlestirme (RNA slicing), diizenleme,
translasyon ve turnover dahil olmak tizere fizyoloji ve gelisimde ¢esitli gen ekspresyon
seviyelerini kontrol eden bir sinyal yolag: igermektedir (Mattick ve Makunin, 2006).
ncRNA’larda olusan bir mutasyon RNA’larin tiimor baskilama 6zelliklerini
kaybetmesi neden olur ve sonugta onkogenler aktiflenir ve tiimor baskilayici genler
inaktif hale gelir. Histon modifikasyonlar1 birbirlerini etkilemekle beraber DNA

metilasyonunu da etkilemektedir (Tchurikov, 2005).

1.4. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser epidemiyolojisi, kanserin bir popiilasyondaki dagilim1 ve kanser belirleyicileri
hakkinda bilgi verir ve bu bilgi hastalik kontroliinde uygulanir. Belirli bir
popiilasyondaki farkli kanser tiirleri hakkinda veriler saglar ve kanita dayali saglik
programlar1 aracilifiyla kansere karsi eylemlerin basarisini degerlendirir. Tam ve
tedavi sonrasi hayatta kalma gibi, kanser hastalarinda diger saglik sonuclarina iliskin
ozellikler de epidemiyoloji kapsamina girer ve kansere karsi bir strateji i¢in kriterlerin
tanimlanmasma yardimci olabilir. Tam1 ve tedaviye iliskin bilgiler, klinik
epidemiyoloji ¢aligmalari, sistematik inceleme yontemleri ve meta-analiz modelleri
araciligiyla genis capta degerlendirilir ve kanita dayali protokolleri desteklemek i¢in
gereklidir. Epidemiyoloji ¢alismalarinda popiilasyondaki dagilim, hastaligin sikligi ve
belirli 6zelliklere gore meydana gelisi olarak incelenmektedir. Siklik, yalnizca bir
popiilasyondaki saglik olaylarmin sayisim1 degil, ayn1 zamanda bu saymnin niifusun

biiyiikliigii ile olan iliskisini de ifade eder (Siegel ve ark., 2019). Kanser, diinya



capinda en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir ve 2020 yilinda 19,3 milyon yeni vaka
sayist ile yaklagik 10 milyon 6lime neden olmustur (IARC, 2020). Diinya genelinde
her 5 kisiden 1'inde kanser meydana gelmektedir. Kanser kaynakli 6liimlerin yaklasik

%70'1 diisiik ve orta gelirli tilkelerde meydana gelir.

DSO tarafindan toplanan verilere gore 2020°de diinya genelinde dngériilen en yaygin
kanser tiirleri i¢in vaka sayisi ve kanserden 6liim sayisi Sekil 1.1°de gosterilmistir. Kita
olarak degerlendirildiginde, Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC) 2020

raporuna gore vaka ve oliim sayisi su sekildedir:

e Asya: 9.503.710 vaka ve 5.809.431 6lim

e Auvrupa: 4.398.443 vaka ve 1.955.231 6lim

o Kuzey Amerika: 2.556.862 vaka ve 699.274 6liim
e Giliney Amerika: 1.470.274 vaka ve 713.414 6liim
o Afrika: 1.109.209 vaka ve 711.429 &liim

e Auvustralya: 254.291 vaka ve 69.354 6lim

Kanser vaka ve oliim sayilari (2020)
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Sekil 1.1. Diinya geneli kanser vaka ve 6liim sayilar1 (WHO, 2020).



Tiirkiye genelinde ise 2020 yilinda kanser vaka sayist 233.834 iken Olim sayisi
126.335tir. Tiirkiye genelinde en yaygin kanser tiirleri i¢in vaka sayis1 ve kanserden

6lim sayis1 Sekil 1.2°deki gibidir.

Tiirkiye'de kanser vaka ve oliim sayilari (2020)
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Sekil 1.2. Tiirkiye geneli kanser vaka ve 6liim sayilar1 (IARC, 2020).

Kanser epidemiyolojisinde ilgili incelemeler, zaman, yer ve kisi kavramlarina gore de
yaptlmaktadir. Zaman kavrami; yillikk, mevsimsel, haftalik sekilde ifade
edilebilmektedir. Yer kavrami; cografi ¢esitliligi, kentsel/kirsal farkliliklar1 ve galisma
alanlarmni igerir. Kisisel 6zellikler arasinda yas, cinsiyet, medeni hal ve sosyoekonomik
durum gibi demografik faktorlerin yani sira davranislar ve gevresel etkenler yer alir.
Kanserin belirli 6zelliklere gore meydana gelisi Uluslararast Kanser Arastirmalari
Ajanst (IARC) tarafindan yapilan en giincel diinya geneli kanser raporunda bazi
orneklerle siradaki sekillere (Sekil 1.3,1.4,1.5 ve 1.6) gore verilmistir.



2020'de erkeklerde yeni vaka sayilar

Akciger
1.435.943 (14%)

Diger
3.938.086 (39%)

Prostat
1.414.259(14%)

Kolorektum
1.065.960 (11%)

Ozafagus
418.350 (4%)

Mide
719.523 (7%)

Mesane

440.864 (5%) Karaciger

632.320(6%)

Sekil 1.3. Kanser tiirlerine gore erkeklerde yeni vaka sayilar1 (IARC, 2020).

2020'de erkeklerde olim sayilari

Diger
1.747.727 (32%)

Akciger
1.188.679 (22%)

N

Pankreas

246.840 (4%) Karaciger

577.522 (10%)

Kolorektum

. 515.637 (9%)
Ozafagus__—

374.313(7%)
Prostat/

375.304 (7%)

Mide
502.788 (9%)

Sekil 1.4. Kanser tiirlerine gore erkeklerde 6liim sayilar1 (IARC, 2020).
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2020'de kadinlarda yeni vaka sayilari

Diger

Gogiis
3.489.618 (38%)

2.261.419 (24%)

N

Kolorektum
865.630 (9%)
Mide
369.580 (4%)

Rahim
417.367 (5%) Serviks
Tiroid 604.127 (7%)

448.915 (5%)

Sekil 1.5. Kanser tiirlerine gore kadinlarda yeni vaka sayilar1 (IARC, 2020).

2020'de kadinlarda oliim sayilari

Gogiis
Diger 684.996 (15%)
1.637.669 (37%)

Akciger
607.465 (14%)

Pankreas

219.163(5%) Kolorektum

419.536(9%)

T

Karaciger

Serviks
252.658 (6%)

Mide 341.831(8%)
266.005 (6%)

Sekil 1.6. Kanser tiirlerine gore kadinlarda 6liim sayilari (IARC, 2020).

11



IARC 2020 raporuna gore Tiirkiye genelinde kadinlarda yeni vaka sayis1 101.018 ve
olim sayis1 47.386°dir. Erkeklerde ise yeni vaka sayist 132.816 iken Sliim sayisi
78.949 olarak belirlenmistir.

Kanser kaynakli 6liimlerin yaklasik %70' diisiik ve orta gelirli iilkelerde meydana
gelmektedir. Yiiksek gelirli iilkelerin ¢gogunda kanserden 6lim oranlari diismekle
birlikte bu tiir bir ilerleme diisiik gelirli tilkelerde goriilmemektedir ve kanser birgok
iilkede erken oOliimlerin (30-69 yaslarinda) birinci veya ikinci 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir. 2018 yilinda diinya genelinde bulasict olmayan
hastaliklardan kaynaklanan 15,2 milyon erken 6limiin %30'u kansere baglidir (WHO,
2020). Kanser ¢ocuklarda 6nemli bir 6liim nedenidir ve ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin
goriilme sikligit hem yiiksek hem de disiik gelirli bolgelerde diinya capinda
artmaktadir. Cocuklarda goriilen kanser tiirleri yetiskinlerdekinden farklidir. En
yaygin kanser tiirleri 16semi, lenfoma ve merkezi sinir sistemi tiimorleridir. Bununla
birlikte nedenleri biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Tiimorlerin yaklasik %5'1t kalitsal
kokenlidir. Yetiskinlerde oldugu gibi ¢ocuklarda da bircok kanserin somatik
mutasyonlar tarafindan aktive edildigi diisiniilmektedir. Cocuklarda kanserlerin nadir
olmasi ve c¢ocuklarin yasamin erken donemlerinde nelere maruz kalmisg
olabileceklerini degerlendirmedeki zorluklar, gevresel etki ile baglanti kurulmasini
zorlagtirmaktadir. Yetiskinlerle karsilastirildiginda ¢ocuklar, kendilerine 6zgii aktivite
kaliplar1, davranislari ve fizyolojilerinin yani sira organlarinin olgunlagmamis olmasi

nedeniyle gevresel etkenlere karst daha savunmasizdir (IARC, 2020).

Epidemiyoloji ayn1 zamanda hastali§a neden olan veya hastaligin olusmasinda etkisi
olan faktorlerin arastirilmasi i¢in de kullanilmaktadir. Genetik ile normal bir hiicrenin

kansere doniisiimiine yol agan risk faktorleri asagidaki gibi siniflandirilir:
o Fiziksel kanserojenler: UV 1sinlar, radyasyon vb.

o Kimyasal kanserojenler: Benzen, asbestos, sigara bilesenleri vb.

¢ Biyolojik kanserojenler: Enfeksiyonlar
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Kanser kaynakl1 6liimlerin tigte biri baslica diyet, obezite, fiziksel inaktivite, sigara ve
alkol kullanimu ile iligkilidir. Sigara kullanimi kanser i¢in en 6nemli risk faktoriidiir ve
kanser kaynakli oliimlerinin yaklasik %22'sinden sorumludur (Forouzanfar ve ark.,
2016). Diyet, obezite ve fiziksel inaktivite kanserden oliimlerin %30-%35 ile
baglantilidir (Kushi ve ark., 2006; Anand ve ark., 2008). Diinya ¢apindaki tiim kanser
vakalarinin %3,6's1 ve kanser Oliimlerinin %3,5'c alkol (6zellikle etanol) tiikketimine
baglanabilir (Boffetta ve ark., 2006). Bunlarin yaninda Hepatit ve Insan Papilloma
Viriisii (HPV) gibi kansere neden olan enfeksiyonlar, diisiik ve orta gelirli tilkelerdeki
kanser vakalarinin %25'inden sorumludur (Martel ve ark., 2012). Son olarak kanser
epidemiyoloji ¢alismalarindan ve DSO ile IARC raporlarindan elde edilen sonuglara
gore, 2040 yilinda kanser vakalarinin ve 6liim oraninin Sekil 1.7°de gosterildigi gibi 2

katina ¢ikacag diisiintilmektedir (IARC, 2020).

Kanser vaka ve olim sayilarinin yillara gére tahmini

Sekil 1.7. Gelecek yillarda tahmin edilen kanser vaka ve 6liim sayis1 (IARC, 2020).
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1.5. Kanserde Teshis ve Tedavi

Kanser teshis ve tedavisinin temel amaci, hastay: iyilestirmek veya onemli 6lglide
yasam siiresini uzatmak ve kanserden kurtulanlar i¢cin miimkiin olan en iyi yasam
kalitesini saglamaktir. En etkili tedavi programlari adil ve stirdiiriilebilir bir sekilde
saglanan; erken, dogru teshis ve evreleme ile baglantili; kanita dayali bakim

standartlarina bagli olanlardir.

1.5.1. Teshis

Kanserin teshisi, genellikle hastalikla ilgili olabilecek semptomlarin saptanmasiyla ya
da kanser taramasiyla baslar. Kanser ilk ortaya ¢iktiginda herhangi bir semptom
goriilmemektedir. Fakat kanser biiyiiyiip ilerledikce semptomlar ortaya cikar. En
yaygin semptomlar ise sunlardir:

e Gegmeyen Oksiiriik

e Kilo alimr/kaybi (sebebi olmadan)

e Hazimsizlik, yutmada problemler, kusma

e Bagirsak veya mesane aligkanliklarinda degisiklikler

e Olagandist kanama/morluklar

o Ciltte iyilesmeyen yaralar ve sislikler, yumrular

¢ Sinirsel problemler (depresyon, anksiyete, bas agrisi vs.)

e Yorgunluk, halsizlik, ates

Kanser taramasi herhangi bir belirti, semptom ortaya ¢ikmadan kanserin tespitini
icermektedir. Kanserin erken asamalarinin tespiti i¢cin asemptomatik hastalar
degerlendirir ve kanser 6liim oranindaki diisiise 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir
(Berry ve ark., 2005; Edwards ve ark., 2010). Tarama testleri ise sunlar1 igermektedir:
e Fiziksel muayene ve hastalik ge¢cmisi
e Laboratuvar testleri (doku, kan, idrar vb.) ve radyolojik goriintiileme
prosediirleri

e Genetik testler
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Cogu kanser, belirti veya semptomlarin ortaya ¢ikmasi ya da tarama yoluyla fark
edilebilir fakat bu uygulamalarin ikisi de kesin bir teshis saglamamaktadir. Kesin
teshis ise tiimor i¢in alman doku pargasinin patolojik olarak (mikroskop altinda)
incelenmesiyle saglanir ve bu isleme biyopsi denir. Biyopsi sonucu olusturulan
patoloji raporu, ilgili kanserin tiiriinii, istilact olup olmadigimi ve viicudun diger
bolgelerine yayilip yayilmadigini ayrintili bir sekilde gostermektedir ve kansere ait su

bilgileri de igermektedir (Kwan ve ark., 2010):

e Histotip: Boyut, sekil ve diger karakteristik 6zelliklerin normal hiicre
ile karsilastirilmasi.
e Mitotik index: Hiicre bdoliinmesinin hangi seviyede oldugunun
belirlenmesi.
e Lenf nodill durumu: Lenf nodiillerine sigrayip sigramadiginin
belirlenmesi.
e Evre: Timoériin boyutuna, konumuna ve yayilmasina bagli olarak

viicuttaki kanser boyutunun belirlenmesi.

1.5.2. Tedavi

Tedavide amag kanseri tamamen yok ederek hastaya normal bir yasam siiresi
saglamaktir. Bu, kanserin durumuna bagl olarak her zaman miimkiin olmayabilir.
Boyle durumlarda tedavi, kanseri kiigiiltiip veya biiylimesini yavaslatip semptomlar:
azaltmak i¢in uygulanir. Kanser tedavisi birincil, yardimc1 veya hafifletici olarak
uygulanabilir. Birincil tedavide amag¢ kanserin viicuttan tamamen uzaklastirilmasi
veya kanserli hiicrelerin 6ldiiriilmesidir. Yardimci tedavide ise amag, birincil tedavi
uygulanmasindan sonra viicutta kalan kanser hiicrelerinin 6ldiiriilerek kanserin tekrar
etmemesini saglamaktir. Hafifletici tedavi ise kanserin sebep oldugu semptomlarin ya
da tedavide ortaya cikan yan etkilerin hafifletilmesi i¢in uygulanmaktadir. Uygulanan
pek c¢ok kanser tedavisi tiirti vardir. Uygulanacak tedavi tiirii, kanserin tiiriine ve ne
kadar gelismis olduguna baglidir (Siegel ve ark., 2019). Bazi kanser hastalarinda tek
bir tedavi tiirii uygulanmaktadir. Ancak ¢cogu hasta icin iki veya daha fazla tedavi bir

arada uygulanir.
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Kanser tedavi tiirleri sunlardir:

e Kemoterapi Hedeflenmis Tedavi
Hormon Tedavisi

Kok Hiicre Nakli

e Cerrahi Operasyon

¢ Radyasyon Tedavisi

e Immiinoterapi Hassas T1p

1.5.2.1. Cerrahi operasyon

Cerrahi operasyonun birincil amaci, kanserin tamaminin viicuttan g¢ikarilmasiyla
kanseri iyilestirmektir. Cerrahi operasyon siklikla onleyici, teshis edici, evre
belirleyici, hacim azaltici, hafiflestirici, destekleyici ve onarict amaglarla da kullanilir.
Kanseri ve kansere doniismesi olasi hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bir¢ok cerrahi
yontem tiirii mevcuttur ve yeni yontemler igin arastiriimaya devam edilmektedir. Bazi

yaygin kanser cerrahisi tlirleri sunlar igerir:

e Kiriyocerrahi: Sivi nitrojen veya argon gazi yardimiyla, siklikla cilt
kanserleri veya kanser oncesi lezyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan
dondurma islemidir (Gage ve Baust, 2007). Hizli dondurma, yavas
¢Ozdiirme ve dondurma-¢ézme dongiisiiniin tekrart kriyocerrahinin temel
ilkeleridir (Gage ve Baust, 1998; Hoffmann ve Bischof, 2002).
Kriyocerrahi, en sik cilt kanseri ve rahim agz1 kanserinde kullanilir.
Tilimdriin viicudun ig¢inde mi yoksa diginda m1 olduguna bagh olarak, sivi
nitrojen cilde veya kriyoprob ad1 verilen bir alete (tiimore dokunacak sekilde
viicuda yerlestirilen) yerlestirilir. Kriyocerrahi, c¢esitli kanser tiirlerinin
cerrahi tedavisi olarak degerlendirilmektedir.

e Elektrocerrahi: Yiiksek frekansli elektrik akimlart uygulanarak dokuda
termal hasar olusturulmasidir.

e Lazer cerrahisi: Cok kiigiik tiimorleri, ¢cevreleyen dokuya zarar vermeden
cikarmak, kiicliltmek veya yok etmek ve kanser hiicrelerini 6ldiirmek
amaciyla kullanilan ilaglar etkinlestirmek i¢in yiiksek yogunluktaki 1s1n

demetlerini kullanir. Lazer cerrahisi, bir lazer ile lazer 1s18in1 doku igine
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tasiyan bir ortam kullanilarak gerceklestirilir ve doku tarafindan emilen
151810 1s1ya doniistiiriilmesiyle tiimor dokusu tahrip edilir (Schena ve ark.,
2017). Lazer cerrahisi cilt, serviks, rektum ve girtlak dahil olmak iizere
viicudun ulagilmasi zor bolgelerini tedavi etmek i¢in kullanilabilen c¢ok
hassas bir prosediirdiir.

e Mohs cerrahisi: G6z gevresi gibi cildin hassas bolgelerinden kanseri
cikarmak ve kanserin ne kadar derine gittigini degerlendirmek igin
kullanilmaktadir. Bu yoOntem, kanserin bir nester ile katman katman
dikkatlice g¢ikarilmasini igerir. Bir katman ¢ikarildiktan sonra mikroskop
altinda incelenerek tiim anormal hiicreler ¢ikarilincaya ve ¢evredeki doku
kanser kanit1 géstermeyene kadar bu sekilde devam eder.

e Laparoskopik cerrahi: Viicut lizerinde tibbi kesikler kullanilarak laparoskop
(15181 ve gorilintiileme lensi olan ince tiip benzeri alet) yardimi ile karin veya
pelviste uygulanan bir islemdir. Dokunun monitorize edilmesi ile teshis
konmasini ve ayn1 zamanda tiimoriin ¢ikarilmasini saglar.

e Robotik Cerrahi: Robotik cerrahi, robotik sistemler kullanilarak yapilan
cerrahi islem tiirleridir. Robot destekli cerrahi, 6dnceden var olan minimal
invaziv cerrahi prosediirlerin sinirlamalarinin tistesinden gelmek ve agik
cerrahi uygulamalar1 kolaylastirmak i¢in gelistirilmistir. Ulasilmas1 zor
timorlerin ¢ikarilmasina yardimci olmak, cerrahi operasyon siirelerini
kisaltmak veya geleneksel cerrahi operasyona kiyasla hastalar i¢in yan

etkileri azaltmak i¢in uygulanmaktadir.

1.5.2.2. Radyasyon tedavisi

Radyasyon tedavisi veya radyoterapi, genellikle kotii huylu tiimorleri kontrol etmek
veya 6ldiirmek i¢in iyonlastirici radyasyon kullanan bir tedavi yontemidir. Radyasyon
tedavisi, viicudun bir bolgesine lokalize edilmigse, bazi1 kanser tiirlerinde iyilestirici
olabilir. Ayni zamanda kotii huylu tiimérii ¢ikarmak i¢in yapilan cerrahi operasyondan

sonra timoriin niiksetmesini dnlemek adina yardimei tedavi olarak da kullanilabilir.
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Iyonlastiric1 radyasyon, radyasyon enerjisine bagli olarak bir dizi molekiiler olay
yoluyla canli dokulara zarar verir. Dokular %80 oraninda su igerdiginden en biiyiik
radyasyon hasari, radyasyonun su iizerindeki etkisiyle tiretilen serbest radikallerden
(OH, H, e, HO2, H30") kaynaklanmaktadir (Scholes, 1983). Bu serbest radikaller
DNA, RNA, proteinler, membran vb. gibi hiicresel makromolekiillerle reaksiyona
girerek hiicre fonksiyon bozukluguna ve hiicrenin dlimiine neden olur. Bu
reaksiyonlar, normal hiicrelerin yanmi1 sira radyasyona maruz kaldiklarinda timor
hiicrelerinde de gergeklesir. Bir hiicreye verilen radyasyon hasari1 oksijen, siilfidril
bilesikleri ve hiicresel ortamdaki diger molekiillerin varlig1 gibi ¢esitli faktorlere bagl
olarak gii¢lendirilir veya hafifletilir. Oksijen varliginda hidratlanmis elektronlar ve
hidrojen atomlar1 molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek diger serbest radikallerden
ayr1 olarak HO2, O gibi radikaller olusturur. Hiicresel genetik materyale yani DNA’ya
verilen oksidatif hasar, mutagenez ve karsinogenezde Onemli bir rol oynar.
Iyonlastiric1 radyasyonun iirettigi yiiksek reaktif oksijen radikalleri DNA'da hiicre
Oliimiine ve mutasyonlara yol agan lezyonlara neden olur (Nair ve ark., 2001).
Radyasyon yalnizca kanser hiicrelerini ldiirmek veya biiylimesini yavagslatmakla
kalmaz, ayn1 zamanda yakindaki saglikli hiicreleri de etkileyebilir. Saglikli hiicrelere
verilen zarar, yan etkilere neden olabilir. Bildirilen en yaygin yan etkiler yorgunluk ve
hafif ila orta derecede giines yanigi gibi olusan cilt tahrisidir. Yorgunluk genellikle bir
tedavi siirecinin ortasinda bagslar ve tedavi bittikten sonra haftalarca siirebilir.
Radyasyon tedavisi sirasinda hasar goren saglikli hiicreler genellikle tedavi bittikten
birka¢ ay sonra iyilesir. Ancak bazen insanlarda iyilesmeyen yan etkileri olabilir.
Diger yan etkiler radyasyon tedavisi bittikten aylar veya yillar sonra ortaya ¢ikabilir
(gec yan etkiler). Radyasyonun yan etkilerini azaltmak i¢in doz fraksiyonasyonu veya
toplam radyasyon tedavisi dozunu birden fazla doza bolme ve maruziyet alanini
azaltmak i¢in kursun bloklar kullanilabilir. Yan etkileri azaltmanin baska bir yoluda,
radyoprotektif ilaglar kullanmaktir. Ancak bunlar yalnizca viicudun belirli bolgelerine
verilen belirli radyasyon tiirleri i¢in kullanilir. Bu ilaclar tedavi alanindaki bazi normal
dokular1 korumak i¢in radyasyon tedavisi 6ncesinde verilir. Radyoprotektif ilaclarin
ana mekanizmasi radyosyana maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikarilan serbest radikallari

yakalayarak DNA hasarini azaltmak ve bunun yaninda hasarli DNA’y1 onarmaktir.
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1.5.2.3. immiinoterapi

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanseri tedavi etmek icin yapay olarak
uyarilmasi, hastalikla dogal miicadele yetenegini gelistirmesidir. Tiimor gelisimi
stirecinde farkli genetik ve epigenetik mekanizmalar tarafindan siirekli olarak ¢ok
sayida yeni antije olusumu tesvik edilir. Bagisiklik sistemi bu antijenleri tespit edebilir
ve donistirilmiis hiicreleri takip edip ortadan kaldirmak i¢in humoral (sivisal
bagisiklik) ve hiicresel yanitlar1 baslatabilir ve boylece tiimor gelisimini inhibe edebilir
(Burnet, 1970; Dunn ve ark., 2002). Normal islevinin bir pargasi olarak, bagisiklik
sistemi viicuttaki anormal hiicreleri tespit edip yok eder ve birgok kanser hiicresinin
biiylimesini yavaslatir veya engeller. Fakat kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemden
kacabildigi durumlar da vardir. Bu hiicreler immiin sistem tarafindan fark
edilmemesini saglayacak genetik degisikliklere ve immiin sistem hiicrelerinin
caligmasini engelleyen proteinlere sahip olabilir veya cevrelerinde bulunan normal
hiicreleri degistirerek immiin sistemin verecegi cevaba miidahale etmelerini

saglayabilir (Gonzalez ve ark., 2018).

Kanseri tedavi etmek igin ¢esitli immiinoterapi tiirleri kullanilir. Bunlar bagisiklik
kontrol noktasi inhibitorleri, T hiicre transfer tedavisi, monoklonal antikorlar, tedavi
asilar1 ve bagisiklik sistemi modiilatorleridir (Waldmann, 2003). Bagisiklik kontrol
noktalari, T hiicreleri olarak adlandirilan bagisiklik hiicrelerinin ylizeyindeki
proteinler, bazi tiimor hiicreleri gibi diger hiicrelerdeki ortak proteinleri tanidiginda ve
bunlara baglandiginda devreye girer. Bu proteinler, bagisiklik kontrol noktasi
proteinleri olarak adlandirilir. Kontrol noktasi ve ortak proteinler birbirine
baglandiginda, T hiicrelerinin inaktivasyonuna sebep olan bir sinyal gonderir. Bu,
bagisiklik sisteminin kanseri yok etmesini Onleyebilir. Bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri ise kontrol noktasi proteinlerinin ortak proteinlerine baglanmasini bloke
ederek c¢alisir. Bu, inaktivasyona sebep olan sinyalin gonderilmesini onleyerek T
hiicrelerinin kanser hiicrelerini 6ldiirmesine izin verir. T hiicre transfer tedavisi viicutta
bulunan T hiicrelerinin viicuttan alinip laboratuvar ortaminda incelenerek veya
degisiklikler yapilarak tekrar viicuda geri verilmesidir. Tiimore sizan lenfositler (veya

TIL) tedavisi ve CAR T hiicresi tedavisi, iki ana T hiicresi transfer tedavisi tiiriidiir.
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Tiimdre sizan lenfositler i¢in viicuttan biiylik miktarda 6rnek alinarak laboratuvar
ortaminda kanseri en iyi tantyan lenfositler segilir ve bu lenfositler ¢ogaltilip viicuda
verilir. CAR T hiicresi tedavisinde ise T hiicreleri laboratuvar ortaminda degistirilerek
kimerik antijen reseptorii (CAR) iiretilmesi saglanir. Bu reseptorler T hiicrelerinin
kanser hiicrelerinin yiizeyindeki belirli proteinlere baglanmasina izin vererek kanser

hiicrelerine saldirma yeteneklerini gelistirecek sekilde tasarlanir.

Monoklonal antikorlar kanser hiicrelerinde belirli hedeflere baglanmak igin
tasarlanmig, laboratuvarda olusturulan bagisiklik sistemi proteinleridir. Bazi
monoklonal antikorlar, kanser hiicrelerini bagisiklik sistemi tarafindan daha iyi

goriilmeleri ve yok edilmeleri i¢in isaretler.

Tedavi asilari, kanser hiicrelerinin normal hiicrelerde bulunmayan veya varsa daha
diisiik seviyelerde olan, tiimorle iligkili antijenler olarak adlandirilan maddeler
icerirler. Tedavi asilari, bagisiklik sisteminin bu antijenleri tanimay1 ve bunlara tepki
vermeyi 6grenmesine ve bunlari iceren kanser hiicrelerini yok etmesine yardimci

olabilir.

Bagisiklik modiile edici ajanlar, viicudun kansere kars1 bagisiklik tepkisini artiran bir
tiir immiinoterapi tiiriidiir. Immiin modiile edici ajan tiirleri sunlar igerir:

e Sitokinler: Beyaz kan hiicreleri tarafindan iiretilen proteinlerdir.
Viicudun normal bagisiklik yanitlarinda ve bagisiklik sisteminin
kansere yanit verme yeteneginde énemli roller oynarlar.

e BSG (Bacillus Calmette-Guérin): Tiiberkiiloza neden olan bakterinin
zayiflamis bir seklidir. Insanlarda hastaliga neden olmaz. BCG, mesane
kanserini tedavi etmek i¢in kullanilir. BCG, bir kateter ile dogrudan
mesaneye yerlestirildiginde, kanser hiicrelerine karsi bir bagisiklik
tepkisine neden olur. Ayrica diger kanser tiirlerinde de ¢aligilmaktadir.

e Immiinomodiilatér ilaglar: Biyolojik yanit degistiricilerdir, bagisiklik

sistemini uyarirlar.
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1.5.2.4. Kemoterapi

Kemoterapi kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in ilag kullanan bir kanser tedavisi tiirtidiir
ve hizla biliyliyen, boliinen kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurarak veya
yavaglatarak caligir. Kemoterapide kullanilan antikanser ilaglar, kan dolasimi ile
viicutta dolagarak kanserin basladigi yerden uzak kisimlara yayilmis kanser hiicrelerini
oldirebilir (Blagosklonny, 2005). Bu sebeple kemoterapi sistemik bir tedavidir.
Kemoterapide kullanilan ilag tiirleri antimetabolitler, bitki alkaloidleri, antitimor
antibiyotikleri, topoizomeraz inhibitérleri gibi DNA hasar1 olusturmadan inhibe
ederek sitotoksik etki gdsteren ajanlar, tedavi ve tedavi sonucu olusan yan etkilerden
koruma amagli kullanilan hormonel ajanlar ve alkilleyici ajanlardir (Huang ve ark.,
2017).

Antimetabolitler, DNA molekiillerinde yapi taslari olarak dogal maddelerin yerini alir
ve boylece hiicre metabolizmasi ile protein sentezi i¢in gerekli enzimlerin islevini
degistirirler. Bagka bir deyisle, hiicrenin biiyiimesi i¢in ihtiya¢ duydugu besinleri taklit
ederek hiicreyi onlar tiiketmesi i¢in kandirirlar ve boylece kanser hiicreleri en sonunda
acliktan oliir. Antimetabolitler hiicre dongiisii spesifiktir (Avendafio ve Menéndez,
2015). Hiicre boliinmesinin S-fazinda en etkilidir, ¢linkii 6ncelikle yeni hiicrelerin
olusumu i¢in yeni DNA sentezine giren hiicreler tizerinde etki ederler (Takimoto ve
Calvo, 2008). Bu ilaglarla iligkili toksisiteler, hizla biiyiiyen ve boliinen hiicrelerde
goriiliir.  Antimetabolitlerin  Ornekleri arasinda piirin antagonistleri, pirimidin

antagonistleri ve folat antagonistleri bulunur.

Bitki alkaloidleri bitkilerden tiiretilen antitimor ajanlardir. Bu ilaglar, bir kanser
hiicresinin boliinme ve iki hiicre olma yetenegini bloke ederek spesifik olarak etki
eder. Hiicre dongiisii boyunca etki etmelerine ragmen, bazilar1 M fazinda daha etkilidir
(Himes, 1991) ve bu ilaglart hiicre dongiisii spesifik hale getirir. Kemoterapide
kullanilan bitki alkaloidlerinin 6rnekleri aktinomisin D, doksorubisin ve mitomisindir.
Antitimor antibiyotikler hiicre dongiisii spesifik degildir ve DNA ile baglanarak
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan proteinlerin olusturulmasinda énemli bir

adim olan RNA sentezini Onleyerek hareket ederler (Greifzu, 1996). Bakteriyel
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enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan antibiyotiklerle ayn1 degildirler. Aksine, bu
ilaglar DNA'y1 olusturan genetik materyal ipliklerinin ¢dziilmesine neden olarak
(Nelson ve ark., 1984) hiicrenin ¢ogalmasini engeller. Doksorubisin, mitoksantron ve

bleomisin, antitimor antibiyotiklerin bazi 6rnekleridir.

Alkilleyici ajanlar kanser karsiti ilk ilaglar arasinda yer almakta ve giiniimiizde
kemoterapide en sik kullanilan ajanlardir. Alkile edici ajanlar dogrudan DNA {iizerinde
etki ederek DNA zincirlerinin ¢apraz baglanmasina, anormal baz eslesmesine ve DNA
ipligi kirilmalarina neden olarak hiicrenin bolinmesini 6nler (Goodman ve ark., 1975).
Alkile edici ajanlar genel olarak hiicre dongiisii spesifik olmayan olarak kabul edilir,
yani hiicre dongiisiiniin ¢esitli ve ¢coklu fazlarinda hiicreyi 6ldiirdiikleri anlamina gelir
(Wheeler ve Simpson-Herren, 1973). Alkilleyici ajanlar ¢ogu kanser tiirii igin
kullanilabilmesine ragmen, 16semi gibi genellikle yavas biiyliyen kanserlerin
tedavisinde en biiyiik degere sahiptir (Ralhan ve Kaur, 2007). Alkile edici ajanlar, hizli
biiyliyen hiicreler lizerinde o kadar etkili degildir. Alkilleyici ajanlarin 6rnekleri
arasinda klorambusil, siklofosfamid, tiotepa ve busulfan yer alir. Platin iceren
antikanser ajanlar (karboplatin, sisplatin ve oksaliplatin) siklikla alkilleyici ajanlar
olarak siniflandirilsa da degildirler. Bu ajanlarin bir alkil grubu yoktur, ancak yine de
DNA'ya zarar verirler (Cruet-Hennequart ve ark., 2008). Baska yollarla kovalent DNA

eklentilerine neden olurlar.

1.6. Sisplatin Kullanimi ve Muhtemel Toksik Etkileri

Kanser i¢in yaygin olarak kullanilan birgok kemoterapi ilaci arasinda sisplatin en ilgi
uyandiran ilaglardan biridir. 1978'de kanser tedavisi i¢in FDA (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi) onayli ilk platin bilesigi olmustur (Kelland, 2007). Bu, potansiyel antikanser
ilaclar olarak platin ve diger metal i¢eren bilesiklere ilgi duyulmasina neden olmustur
(Frezza ve ark., 2010). Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan en etkili antikanser
ajanlarindan biridir ve akciger, bas-boyun, yumurtalik, testis gibi ¢esitli kanserlerin
tedavisi i¢in kullanilir. Genelde sisplatin ve diger platin bazli bilesikler, DNA'ya zarar
vererek, DNA sentezini ve mitozu inhibe ederek, apoptotik hiicre Oliimiini

indiikleyerek kanser hiicrelerini dldiiren sitotoksik ilaglar olarak kabul edilir. Sisplatin
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kemoterapisi hepatotoksisiteye, nefrotoksisiteye, ototoksisiteye, kardiyotoksisiteye,
norotoksisiteye sebep olmakla birlikte yaygin olarak kilo ve kas kaybini
tetiklemektedir (Garcia ve ark., 2013). Ozellikle, sisplatin ile tedavi edilen kanser
hastalarinda, esas olarak kas kaybina bagl olarak, énemli bir viicut agirligi kaybi
meydana gelmektedir. Kanserli hastalarda sisplatin uygulamasiyla iligkili en yaygin
semptomlar, esas olarak iskelet kasi kiitlesinin tilkkenmesine bagli kas gii¢siizligii ve
yorgunluktur (Fearon ve ark., 2011). Diisiik dozlarda bile toksik olmasina ragmen
sisplatin, cesitli kat1 tiimor tipleri i¢in ilk segenek tedavi olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle, sisplatin kaynakli kas kaybini iyilestirmek igin daha etkili ve giivenli
kemoterapotik yardimci veya besin takviyeleri gelistirme gerekliligi ¢ok onemlidir.
Kas kiitlesini korumak, hastalarin yasam kalitesi iizerinde biiyiik bir etkiye sahip
olabilir. Sisplatin kaynakli kas disfonksiyonunun altinda yatan molekiiler yollarin
tanimi, yiiksek terapotik potansiyele sahip hedeflerin belirlenmesi i¢in esastir (Conte

ve ark., 2020).

Iskelet kas kiitlesi kaybi, viicut yaginin kayb1 ve inflamasyonun varlig1 ile karakterize
kaseksi olarak bilinen metabolik sendrom, kansere bagl tiim 6liimlerin %20'sinden
fazlasindan sorumludur (Chen ve ark., 2015). iskelet kas1 kiitle kayb: ve bununla
birlikte ortaya ¢ikan istahta azalma, katabolizmada artis ve viicut agirliginda azalma
durumlan tedavi sonucunun olumsuz olacag diisiincesine yonelttiginden ve artan
6lim oranlan ile dogrudan iligkili oldugundan klinik hastalar {izerinde negatif etki
yaratmaktadir (Cooper ve ark., 2015). Bu durum igin etkili farmakolojik tedavilere
acilen ihtiya¢ vardir. Kanser kaseksisinin (besin takviyesi ve istah uyaricilar)
tedavisine yonelik pek cok potansiyel terapdtik yaklasim olmasina ragmen, bu
potansiyel tedavilerin birkag1 kanser hastalarinda kas kaybinin onlenmesi veya
tedavisine dogrudan yoneliktir. Ornegin androjenler, potansiyel olarak kronik
bozukluklarda ve kas kaybi1 gosteren kanser hastalarinda kullanilabilecek molekiiller
olarak tanimlanmistir, ¢linkii bu molekiiller kas kiitlesini ve gliciinii arttirir.
Androjenler ¢esitli dokularin normal gelisimi i¢in 6nemli olmalarina ragmen, belirli
kosullar altinda prostat, kalp ve karaciger patolojisini de tesvik ederler. Dislipidemi,
iyi huylu prostat hipertrofisi ve uterus hiper proliferasyonu gibi tedavi riskleri,

kullanimin1 engellemektedir.
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1.7. Secici Androjen Reseptor Modiilatorleri

Se¢ici androjen reseptdr modiilatorleri (SARM) yeni bir androjen reseptor ligandi
sinifidir ve siklikla yan etkileri olmadan kas kiitlesinin ve fiziksel aktivitenin
desteklenmesi i¢in kullanilan takviye gidalardandir (Narayanan ve ark., 2008).
SARM’ler, androjen reseptorlerine baglanan anabolik bilesiklerdir. Bunlar kanser,
osteoporoz, cinsel islev bozuklugu, multipl skleroz, alzheimer hastaligi ve kas kayb1
i¢in potansiyel tedaviler olarak incelenmistir. Son zamanlarda, SARM'ler, fitness
meraklilarina pazarlanan ¢esitli takviyelere uyarlanmistir. SARM'lerin endojen
testosteronu diisiirdiigii, kolesterol seviyelerini etkiledigi ve karaciger fonksiyonunu
degistirdigi bulunmustur (Burmeister ve ark., 2020). Bu baglamda, SARM’ler yagsiz
kas kiitlesi olusturma, yag kesme, dayaniklilik ve iyilesme Ozellikleri nedeniyle
performans arttirici takviyeler olarak giderek daha popiiler hale gelmistir (Chen ve
ark., 2005). Bununla birlikte, en biiyiik dezavantajlari, kadinlarda karaciger toksisitesi
ve erkeklesme gibi ciddi yan etkilerdir. Ligandrol olarak da bilinen LGD-4033 bir
SARM'dir. Mevcut en gii¢lii SARM'lardan biridir ve anabolik kas yapisinin siddetli
artis1 nedeniyle bireyler tarafindan diizenli olarak kullanilir (Solomon ve ark., 2019).
Bunu, anabolik steroid alirken ortaya ¢ikan yaygin yan etkileri gostermeden yapma
kabiliyeti nedeniyle, ezici bir gogunlukla popiiler hale gelmistir. Buna eslik eden LGD-
4033, insan klinik denemelerinden gecen ve ¢ok etkileyici sonuglar veren
SARM'lerden biridir (Bhasin ve Jasuja, 2009). 3 hafta siiresince 76 saglikli erkek
tizerinde LGD 4033 ile yiiriitiilen klinik bir caligmada, doz artisina bagli olarak (0.1,
0.3 ve 1 mg/giin) en yiiksek dozlarda, yagsiz viicut kiitlesini yaklasik 3 1bs arttirmis ve
bacak basma giiciinii ve merdiven tirmanma giiciinii arttirdig1 rapor edilmistir (Basaria
ve ark., 2013). Bununla birlikte herhangi bir yan etki goriilmemistir. Ligandroliin kas
gelistirici etkilerine ragmen kanserogenez siirecinde mevcut ajanlarin yan etkilerine
karsin ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla mevcut ¢calismada, sisplatin ile uyarilmis
kas diizensizliklerine kars1 ligandroliin koruyucu etkileri olup olmadiginin kapsamh

bir sekilde arastirilmasi amaglanmaktadir.
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BOLUM 2. LITERATUR CALISMALARI

Kanser tedavisi, kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmasi ve tedavide kullanilan ilaclarin
yan etkileri nedeniyle giinimiize kadar saglik gelistiricileri farkli arayislara
yonlendirmistir. Kanserin ge¢misi bin yi1l oncesine kadar dayanmaktadir. Kanserli
hastalarin tarihi bulgulari, eski Misir ve Yunan uygarliklarina kadar uzanmaktadir
(Sudhakar, 2009). Hastalik agirlikli olarak radikal cerrahi ve daglama yontemi ile
tedavi edilmeye c¢alisilmis ve genellikle basarili olunamamistir. Yiizyillar boyunca
yapilan 6nemli kesifler, tiimorlerin biyolojik ve patolojik ozelliklerini anlamamizi
saglamis ancak 1800'lerin sonuna kadar etkili terapotik yaklagimlar bulunamamastir.
Bu yillarin sonunda X-isinlarinin kesfi ve (Rontgen, 1896) tiimor tedavisinde
kullanim1, tibbi onkolojide ilk modern terapotik yaklasim olmustur. ikinci Diinya
Savasi'ndan sonra, sitotoksik antitiimor ilaglarin kesfedilmesi (Papac, 2001) ve gesitli
hematolojik ve kati timdrlerin tedavisi i¢in kemoterapinin dogmasi (Goodman ve ark.,
1946; Gilman, 1963) ile gergek bir atilim gergeklesmistir. Bu doniim noktasindan
baslayarak, kanser tedavisinde yeni ilaglarin kullanimina iligskin ¢alismalar katlanarak
artmistir. 80'lerin basinda onkoloji ve farmakoloji alanindaki ikinci temel atilim,
neoplastik siireglerde yer alan bazi molekiiler hedefler i¢in spesifik ilaglarin
gelistirilmesine yonelik molekiiler ve hiicre biyoloji ¢aligmalaridir. Hem kemoterapi
hem de hedefe yonelik tedavi, bazen tam tiimér iyilesmesini saglayarak kanser
hastalarinin  yasam Kkalitesini 6nemli 6lciide iyilestirmistir. Ugiincii milenyumun
basinda, genetik miihendisligi ¢caligsmalar1 sayesinde etkili tedavisi olmayan metastatik
tiimorlerin tedavisi i¢in monoklonal antikorlarin ve immiin kontrol noktasi
inhibitdrlerinin tanitilmasiyla klinik onkoloji ve farmakolojide daha fazla ilerleme

saglanmistir.
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Gliniimiizde kanser aragtirmalari, kanser tedavisi i¢in yeni terapdtik yaklagimlarin
incelenmesi ve gelistirilmesini hedeflemektedir. Su anda bir¢ok arastirmaci, klinik
oncesi ¢alismalarda umut verici sonuglar gosteren hiicre tedavileri, anti-timdr agilari

ve yeni biyoteknolojik ilaglarin gelistirilmesine odaklanmistir (Falzone ve ark., 2018).

Rosenberg ve ark., (1965) tarafindan platin bilesiklerinin kesfi 1965'te sisplatin
(birinci nesil) ile gergeklesmistir. Tedavide devrim yaratan karboplatin (ikinci nesil)
ve oksaliplatin (liclincii nesil) senteziyle daha genis antitiimor aktiviteleri ve nispeten
daha az nefrotoksisiteleri sayesinde kati tiimoriin tedavisinde basarili sonuglar
alimmustir. Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) ileri testis kanseri olan hastalarin denemeleri
de dahil olmak tizere, 1972'de kanser hastalarinda sisplatin klinik denemelerini finanse
etmeye baslamistir. Bu basarili denemelerin 1s1iginda, FDA 1978'de testis kanseri
tedavisi igin sisplatini onaylamistir. Tedavide platin ilaglarinin arastirma, gelistirme
ve uygulamalarinda énemli kilometre taglar1 Sekil 2.1 (Rottenberg ve ark., 2021) ve
Sekil 2.2 (Kelland, 2007)’deki gibi verilmistir.

Pt bilesiklerinin, Tiyol

antijen sunan metabolizmas

hicrelerde ve ini diizenledigi

timor ve kanser MAST1 aracih MEK

hicrelerinde hiicrelerinde aktivasyonunun

ikincil BRCA1 ve BRCA2 PDL2'yi asagi sisplatin sisplatin - kaynakh

Sisplatinin mutasyonlarinin, edinilmis regile ederek birikimini pro-apoptotik
antibakteriyal sisplatin direncinin bir bir bagigikhik bozdugu sinyallemeden
aktivitesinin mekanizmasi oldugunun uyariciiglev gosterilen koruma  sagladig
kesfedilmesi gasterilmesi gostermesi CAF'ler gosterilmesi

I [ 1 1

1965 1978 1979 2002 2004 2008 2010 2011 2015 2016 2017 2018 2019 2020

i S SO SR R R

Avrupa ve Avrupa ve = Pt bilesiklerinin Sisplatin Sodyum TLS'nin sisplatin
Amerika’da Amerika’da immunojenisitesi: birikiminde tiyosilfatin duyarhligini
sisplatinin oksaliplatinin oksaliplatin VRAC'In sisplatin artirmak igin ilagla
onaylanmasi onaylanmasi indiiksiyonu ile rold kaynakl kullanilabilir bir
antikanser isitme onarim slreci olarak
bagisikhig kaybindan tanimlanmasi ve
korumasi KHDAK'li hastalarda
= Sisplatin sisplatin ile STING
tedavisi Gzerine aktivasyonunun
kararsiz ve kaniti
kalitsal olmayan
ilag direncinin
ortaya gilkmasinin
gosterilmesi

Sekil 2.1. Platin ilag aragtirmalart ve klinik uygulamada kilometre taglar1 (Rottenberg ve ark., 2021).
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Kolorektal
kanserli M4a73  (picoplatin) ile
) j hastalarda 5- tedavi edilen ilk hasta
DNA Sisplatine florourasil ile
uzerinde karsi “_‘"“Dr kombinasyon
Sisplatinin olusan direncine halinde Baz testis kanserlerinin
Bakterilerde dazenleyici sisplatin neden olan kullanidiginda sisplatine asiri
sisplatinin onayi kaynakl yiksek oksaliplatinin duyarlihgina neden olan
biyolojik (testis ve cesitli glufatyunun vaat ettigini nikleotid-eksizyon
szelliklerinin mesane eklentilerin roltiniin gsteren ilk onaniminda molekiler
Kesfi kanseri) tanimi tanimlanmas Klinik calisma kusurun belirlenmesi

r 1 1 1t 1

1965 1968 1971 1978 1982 1985 1989 1991 1992 1993 1997 1999 2002 2006 2007

| A S B T e el

Sisplatinin bir Sisplatin Karboplatin ile Yumurtalik Bakir tagiyici Satraplatin, prostat
fare kanser ile tedavi tedavi edilen kanseri olan CTR1'in kanseri icin ABD FDA onayi
modeline edilen ilk ilk hasta hastalarda cisplatinin v
ki ktif hasta. lati bazl h I
ETEI—E ! asta platin a% ! ucrelere Karboplatin ve paklitaksel ile
oldugu kemoterapiy taginmasind
gsterilmistir e daha dustik aki roliiniin kombinasyon halinde
gosteriimistir. 5 X ‘ kullanilan kagik hicreli
yanitlarla belirlenmesi N N
olmayan akciger kanserinde
artan N
= bevacizumabin onayi
Karboplatinin < niikleotid y
duzenleyici eksizyon -
onayi onanminin ilk hasta oral yoldan uygulanan bir platin ilag olan
(Yumurtalik korelasyonu. JM216 (satraplatin) ile tedavi edildi.

kanseri)

Sekil 2.2. Kanser tedavisi i¢in platin ilaglarin gelistirilmesinde kilometre taslar1 (Kelland, 2007).

1960'lar ve 1970'ler boyunca, klinik uygulamada farkli etki mekanizmalarina sahip
cesitli kemoterapdtik ilaclarin kullanildig1 yeni birlesik tedavi protokolleri dnerilmeye
baslanmigtir. Kombine kemoterapi veya antikanser polikemoterapisinin kullanimi,
tiimdrlerin tedavisi i¢in ¢igir agan bir doniim noktast olmustur. Tek kemoterapdtik
ajanlarin kullanimimdan daha fazla terapétik etkinlik elde edilmistir. Ozellikle farkl
ilaglarin kombinasyon tedavisinde daha yiiksek bir doz ile daha fazla sayida tiimor
hiicresini dldiirtilmesi ve toksik etkisi olan ilacin arzu edilenden daha az dozda
kullanilmastyla muhtemel yan etkilerin azaltilmasi amag¢lanmaktadir. Ayrica, farkl
genetik anormallikleri olan ilaglar ve kanser hiicreleri arasinda daha genis bir etkilesim
araligini garanti eder. Bunun yaninda, sonraki ilag direnci gelisimini 6nleyebilir veya

yavaglatabilir (Lilenbaum ve ark., 2005).

Sisplatin bazli kemoterapi nefrotoksisite, ototoksisite, ndrotoksisite, kardiyotoksisite,
hepatoksisite ve kas kaybr gibi ciddi yan etkilerle iliskilidir. Ozellikle sisplatin ile
tedavi edilen kanser hastalarinda, esas olarak kas kaybina bagli olarak, 6nemli viicut
agirhi@i kaybi siklikla mevcuttur. Bu yan etkiler, hastalarin yasam kalitesini diistirtir ve

ilacin dozajini diisiirmeyi, hatta uygulamayr durdurmayi gerektirir ve bu da tedavi
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etkisini zayiflatir. Diisilik dozlardaki toksisitesine ragmen sisplatin, ¢esitli kat1 timor
tipleri i¢in ilk segcenek tedavi olmaya devam etmektedir. Sisplatinin toksisitesi {izerine
yapilan aragtirmalarda kanser hiicreleri iizerindeki etkinligine ragmen yiiksek dozda
sisplatin kullaniminin, benzer hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 paylasan akut ve
kiimiilatif renal ve kardiyak toksisitelerle sinirlt oldugu belirtilmistir (Schrier ve ark.,
2004; Yao ve ark., 2007; EI-Awady ve ark., 2011; Shen ve ark., 2012). Bunun yaninda,
ototoksisite, norotoksisite, gastrotoksisite gibi diger yan etkiler ile miyelosupresyon,
siddetli bulanti ve emetik etkiler de bildirilmistir (Hartmann ve Lipp, 2003;
McWhinney ve ark., 2009; Brock ve ark., 2012). Sisplatinin yiiksek doz kullaniminda
hastalarin  yaklasitk %30’unun siddetli bobrek fonksiyon bozuklugu yasadigi
kaydedilmis, sisplatin toksisitesinin doza bagli olarak arttigi ortaya konmustur
(Shiraishi ve ark., 2000). Sisplatinin atrofik gen ekspresyonunu arttirip, protein sentezi
ve degradasyon yolaklarinda dengesizlige sebep oldugu ve bunun da kas atrofisine
neden oldugu bildirilmistir (Sakai ve ark., 2014). Sisplatin kemoterapisinde hastalarin
%40-%80’inin de kalict duyu hasari meydana geldigi ortaya konmustur (Breglio ve
ark., 2017). Sisplatinin toksisitesini azaltmak ve etkinligini arttirmak i¢in farkli ilaglar
ile birgok kombinasyon tedavisi gelistirilmektedir. Mannitoliin bobreklerdeki sisplatin
konsantrasyonu azaltarak ile potansiyel nefroprotektif etkisi gosterdigi bulunmustur
(Hayes ve ark., 1977; Al-Sarraf ve ark., 1982). Tek basina veya furosemid ile
kullanilan salinin, mannitole kiyasla daha iyi bir renal koruma saglandigi bulunmustur
(Santoso ve ark., 2003). Hanigan ve ark., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada salinin,
sisplatinin selliiler akiimiilasyonunu degistirmedigi, hiicreyi sisplatine karsi hassas
hale getiren bir stres yanit1 olusturdugu belirtilmistir. Sisplatinin ototoksisitesinden
korunmak igin tiyoller, adenozin, ebselen ve allopurinol kombinasyonu, sodyum
biitirat ve salisilatlar yan etkileri azaltabilecek ve ayn1 zamanda sisplatinin antitimor
aktivitesini arttirabilecek bilesenler olarak dnerilmistir (Rybak ve ark., 2007). Liao ve
ark., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada ¢inko, fosfomisin, metiyonin, selenyum,
sodyum tiyosiilfat, N-asetil sistein ve taurin bilesiklerinin sisplatin hepatoksisitesinde
hayati 6nem tagimasa da yardimci rol oynadigi one siiriilmiistiir. Zhu ve ark., (2016)
tarafindan etoksikin; Ustiin ve ark., (2018) tarafindan timokinon bilesenlerinin
sisplatin norotoksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigi bulunmustur. Ghrelin

hormonunun sisplatin kaynakli olusan mekanik hiperaljezi ve kaseksiyi onledigi
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bildirilmigtir (Garcia ve ark., 2008). Magnololiin gemsitabin ve sisplatin veya
gemsitabin gibi kemoterapétik ilaglarla kombine tedavisinin, geleneksel kemoterapi
ile karsilastirildiginda viicut agirhigi kaybini ve iskelet kasi atrofisini belirgin sekilde
hafiflettigi bulunmustur (Chen ve ark., 2015). Kanser kaseksinin dnlenebilmesi ve
tedavide istenmeyen yan etkilerin olugsmamasi i¢in SARM’larin kullanimi One
striilmiistir (Narayanan ve ark., 2008). Tedavide giivenli kullanim vaadeden
SARM’larin, kaseksi, iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH), alzheimer, osteoporoz,
hipogonadizm, meme kanseri ve prostat kanseri gibi bir¢cok olasi1 klinik uygulamasi
mevcuttur. SARM’larin kanser tedavisinde kullaniminda umut verici bir¢ok ¢aligma
mevcuttur. Poutiainen ve arkadaslari, yeni bir SARM olan FL442 nin prostatta yiiksek
doku konsantrasyonlarina ulastigini ve prostat kanseri hiicre modellerinde enzalutamid
(kastrasyona direng gosteren prostat kanseri tedavisinde kullanilan antiandrojen) ile
karsilastirildiginda daha etkin bir sekilde androjen reseptér (AR) antagonisti olarak
hareket ettigini bulmus; FL442’nin enzalutamide karst direnci olusturan AR
mutasyonlu hiicrelerde bile hiicre poliferasyonunu Onleme yetenegini devam
ettirdigini belirtmislerdir (Poutiainen ve ark., 2014). Schmidt ve ark., (2014) AR- ve
AR+ prostat dis1 kanser hiicrelerini korurken, androjenden bagimsiz AR pozitif prostat
kanseri hiicre hatlarinda Kaspaz-3 aktivitesini ve apoptozu indiikleyen MK-4541
tizerine ¢alisma yapmistir. SARM’larin ayn1 zamanda prostat kanserinde doku hedefli
goriintiilemede olast kullanimi 6ne siiriilmistiir (Schmidt ve ark., 2010). Narayanan
ve ark., (2014), meme kanseri tizerine yapmis olduklari ¢alismada SARM’larin sadece
kanser hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalmasini engelleme degil, ayn1 zamanda epitelyal
mezensimal kok hiicre etkilesimini, doku istilasin1 ve metastaz1 inhibe ettigini
gostermigtir. Benzer olarak testolonun meme kanserindeki etkinligi tizerine yapilan
calismada kanser hiicrelerinin biiylimesinin engellendigi, DNA replikasyonu ve hiicre
dongiisii ile ilgili genlerin baskilandigi bulunmustur (Yu ve ark., 2017). Evans ve ark.,
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada androjenik yan etki gostermeden saglikli yash
erkeklerde ve yasl kadinlarda yagsiz viicut kiitlesini ve fiziksel performansini
iyilestiren ostarinin kanser kaseksisinde kullanimi potansiyeli ortaya ¢ikarilmistir.
Benzer olarak enobosarmin istenmeyen yan etkiler olmadan kas kiitlesini artirarak
kansere bagli kas kaybmin 6nlenmesi ve tedavisi igin potansiyel koruyucu bir ajan

oldugu ortaya konmustur (Dalton ve ark., 2011; Dobs ve ark., 2013). Ligandrol
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kullanim giivenilirligi, tolere edilebilirligi, kas kiitlesi ve giiclinde énemli kazanglar
saglamas1 nedeniyle kanser kaseksisi tedavisinde ilgi ¢eken SARM’lardan biri
olmustur (Basaria ve ark., 2013). Bir segici androjen reseptor modiilatori;
gonadotropin saliverici hormon (LHRH) analoglari, geri doniistimlii antiandrojenler,
antidstrojenler, antikanser ilaglar, Sa-rediiktaz inhibitorleri, aromataz inhibitorleri,
progestinler, diger niikleer hormon reseptorleri yoluyla etki eden ajanlar, segici
Ostrojen modiilatorleri (SERM)’ler, progesteron, Ostrojen, fosfodiesteraz 5 (PDEDS)
inhibitorleri, apomorfin, bisfosfonat ve bir veya daha fazla SARM ile kombinasyon
seklinde kullanilabilmektedir (Ralhan ve Kaur, 2007). Gao ve ark., (2004) tarafindan
yapilan ¢alismada, Sa-rediiktaz inhibitori finasterid ve antiandrojen hidroksiflutamid
kullaniminin SARM’nin doku segici 6zelligini arttirdigi bildirilmistir. Liva ve ark.,
(2020) yapmus olduklar1 ¢alismada, tedavide inefektif olan enobosarmin histon
deasetilaz inhibitorii (HDACI) ile kombinasyonunda antikaseksik etkisinin arttig

bulunmustur.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Sitotoksik aktivite fare kas hiicre (C2C12) (ATCC®CRL-1772™) hatlarinda 3-[4,5-
dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) yontemi ile belirlendi
(Giiner ve ark., 2020). 1x10° hiicre/mL konsantrasyondaki hiicreler 96 gozlii hiicre
kiiltiirii kaplarma 100’er pL’lik hacimlerde ekildi (1x10* hiicre/kuyucuk). Bu hiicreler,
24 saat 37°C’de, %85 nem ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edilerek 24 saat sonra
tizerlerindeki ortamlar uzaklastirildi, yerlerine farkli konsantrasyonda hiicre kiiltiirii
ortaminda diliie edilmis sisplatin (10 uM konsantrasyonda) ve ligandrol (0,5; 5; 50
mg/L konsantrasyonlarda) eklendi. Hiicre canliligi, inkiibasyonun 48. saatinde 5 g/L
konsantrasyonda MTT (30 pL/kuyucuk) soliisyonu eklenerek 4 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edildikten sonra formazan kristalleri DMSO (200 mL) ile ¢oziiliip 570 nm’de
Ol¢iilmiistiir. Calismada Thermo Scientific, Multiskan Spectrum’dan (Waltham, USA)

yararlanilarak her bir 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinda hiicre canliligi belirlendi.

3.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Salinimi Analizi

LDH salinim seviyelerini belirlemek amaciyla ticari LDH sitotoksisite kiti (Cayman,
ABD) kullanildi. LDH, apoptoz veya nekroz olaylar1 esnasinda meydana gelen hiicre
hasar1 sonucunda hizla hiicre kiiltiir ortamina salinan bir enzimdir. Kit uygulamasinin
ilk basamaginda laktatin piruvat oksidasyonu araciligi ile LDH, NAD™in NADH ve
H™a indirgenmesini katalizlemektedir. Reaksiyonun ikinci basamaginda diyaforaz,
tetrazolyum tuzunun (INT) renkli bir bilesen olan formazana indirgenmesini
katalizlemek amaciyla yeni meydana gelen NADH ve H*'1 kullanmaktadir. Uretilen
formazan miktar: sitotoksisitenin bir sonucu olarak kiiltiir medyumuna salinan LDH
miktari ile orantilidir. Olii ya da plazma membrani hasara ugramis hiicrelerin sayisinin
artist kiiltiir siipernatantinda LDH aktivitesinin artigina neden olmaktadir. LDH testleri

i¢in pozitif kontrol olarak mitomisin-C (107 M) kullanilda.
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3.3. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Hiicreler iizerindeki TAK seviyelerini belirlemek amaciyla ticari TAK kiti (Rel Assay
Diagnostics, Tirkiye) kullanildi. Kitin ¢alisma prensibi, kullanilan 6rneklerin bir
serbest radikal olan 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
bilesiginin olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip olduklari antioksidan diizeylerini
belirlemektir. Kit uygulamasi, vitamin E analogu olan ve Troloks esdegeri olarak
adlandirilan kararli bir antioksidan ile kalibre edilmektedir. TAK testleri i¢in pozitif

kontrol olarak askorbik asit kullanildi.

3.4. Toplam Oksidan Durum (TOD) Analizi

Hiicreler lizerindeki TOD diizeylerini belirlemek amaciyla ticari TOD kiti (Rel Assay
Diagnostics, Tiirkiye) kullanildi. Kit uygulamasinda 6rnekte mevcut olan oksidan
maddeler, demir iyonu igeren kompleksleri demir iyonuna oksitlemektedir.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda mevcut olan gii¢clendirici
molekiiller ile stirdiiriilmektedir. Demir iyonlar1 asidik ortamda kromojen ile renkli bir
yapt meydana getirmektedir. Spektrofotometrik olarak Olciilen renk yogunlugu,
ornekte bulunan oksidan molekiillerinin toplam miktar ile iligkilidir. Kit uygulamasi
hidrojen peroksit (H202) ile kalibre edilmektedir. TOD testleri i¢in pozitif kontrol
olarak H202 kullanildi.

3.5. Hiicre Dongiisii Analizi

1x10* hiicre/mL konsantrasyonundaki C2C12 hiicreleri 24 saatligine 6 kuyucuklu
plakalara ekildi ve sisplatinin 10 uM’lik konsantrasyonu, ligandroliin 0,5; 5; 50 mg/L
konsantrasyonlar1 ve bunlarin kombinasyonlari ile 24 saat boyunca muamele edildi.
Hiicre dongiisii fazi, lireticinin talimatlarina goére Muse™ Cell Cycle Assay Kit (Merck
Millipore, Germany) ile belirlendi. Kisaca, hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile
tripsinize edildi ve %70 soguk etanol ile fikse edildi. Muse™ Cell Cycle reaktifi, elde
edilen hiicre pelletine ilave edilerek 30 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin G0O/G1, S ve
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G2/M evrelerindeki yiizdeleri, Muse™ Cell Cycle analizorii (Merck Millipore,
Almanya) tarafindan hesaplandi.

3.6. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

DNA fragmentasyonu, lireticinin talimatlarina gére Cell Death Detection Kiti (Sigma
Aldrich, Ingiltere) ile belirlendi. Hiicreler (1x10° hiicre/kuyucuk) 96 kuyucuklu bir
plakaya eklendi ve daha sonra hiicreler, 72 saat boyunca sisplatin (10 uM) ve
ligandroliin farkli konsantrasyonlarma (0,5; 5; 50 mg/L) ve bunlarin kombinasyonuna
maruz birakildi. 20 mL sitoplazmik fraksiyonlar, anti-DNA antikorlari ile streptavidin
kapl1 96 kuyucuga aktarilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Yikama isleminden
sonra 2,20-azino-di- (3-etilbenztiazolin siilfonat) diamonyum tuzu ilave edildi ve

absorbanslar bir ELISA okuyucu kullanilarak 405 nm'de 6l¢iildii.

3.7. Kaspaz 3/7 Ekspresyonu

Kaspaz 3/7 ekspresyonu, Kaspaz-Glo 3/7 Testi (Promega) ile belirlendi. Hiicreler
1x10° mL konsantrasyonda 96 kuyucuklu plakalara ekildi ve 72 saat boyunca sisplatin
ve ligandroliin farkli konsantrasyonlarina maruz birakildi. Inkiibasyondan sonra, her
kuyuya Caspase Glo 3/7 reaktifi (100 mL) ilave edildi ve liiminesans 10 dakikalik bir

inkiibasyondan sonra 6l¢iildii.

3.8. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehitin
(MDA) seviyelerini belirleyen tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile 6l¢iildi (Tiirkez ve
ark., 2014). 1 mL’lik hiicre lizatina 2 mL’lik TBA karisimi (%0,375 TBA, %15
trikloroasetik asit, 2 N hidroklorik asit) eklendi. Cozelti 20 dakika boyunca su
banyosunda 1sitild1 ve ardindan 10 dakika boyunca 1000xg’de santrifiijlendi. N-
butanol fazinda olusan rengin absorbansi, ELISA okuyucu (BMG Labtech)
kullanilarak 532 nm'de 6l¢iildii.
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3.9. intraselliiler Kalsiyum Konsantrasyonu

Intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu, Giiner ve ilhan (2020)’nm metodunun hafif bir
modifikasyonuyla ger¢eklestirilmistir. C2C12 hiicreleri 37 °C’de sisplatinin 10 uM’lik
konsantrasyonu; ligandroliin 0,5; 5; 50 mg/L konsantrasyonlari ve bunlarin
kombinasyonlari ile muamele edildi. 24 saat sonra hiicreler PBS ile yikandi, ¢ozeltiye
3 mL ultra yiiksek saflikta nitrik asit ilave edildi, ¢6zelti berrak ve renksiz olana kadar
1sitma plakasinda buharlastirildi. Daha sonra hiicreler %0,2 nitrik asit iginde yeniden
stispanse edilerek kalsiyum igerigi indiiktif eslesmis plazma-optik emisyon
spektrometresi (ICP-OES) ile hesaplandi. Kontrol, islem gormemis 6rnekleri temsil

etmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri ng/108 hiicre olarak ifade edilmistir.

3.10. HET-CAM lrritasyon Denemesi

Ligandrol, sisplatin ve bunlarin kombinasyonlarinin anjiyojenik/antianjiyojenik
potansiyeli, déllenmis tavuk yumurtalarinda koryoallantoik membran modeli (CAM)
ile Gliner ve ark., (2019a) uyguladig: prosediire adapte edildi. 50-60 gr agirhgindaki
Ligorin (Leghorn) tavuk yumurtalari ticari kaynaklardan (Giresun, Tiirkiye) satin
alindi. Dollenmis tavuk yumurtalari, 7 giin boyunca 37+1°C'de ve %8042 nem
oraninda, konveyor dondiirme sistemine sahip inkiibatore yerlestirildi. 7. gilinde
yumurtalar sivri uglu taraftaki bir delikten gekilerek acilip yuvarlak bir kabuk parcasi
(34 cm gapinda) pens ile dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra i¢ membran pens ile kan
damarlarina zarar vermeden dikkatlice uzaklastirildi. Bu asamadan sonra yumurtalar
6 gruba ayrildi: Grup | negatif kontrol olarak DMSO; Grup Il pozitif kontrol olarak
suramin; Grup I11-V 10, 20 ve 40 mg/L ligandrol konsantrasyonlart; Grup VI 10 mM
sisplatin konstantrasyonu; Grup VII-IX 10 mM ligandrol+sisplatin, 20 mM
ligandrol+sisplatin, 10 mM ligandrol + sisplatin. Ornekler bir Whatman filtre kagidina
koyulup CAM uyguland: ve inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
irritasyon etkisi, stereomikroskop altinda skorlama tablosunu takiben incelendi.

Skorlama su sekilde hesaplanmustir:

34



Irritasyon skoru = [(301-h) x 5]/300 + [(301-1) x 7]/300 + [(301-c) x 9]/300

Burada, h (hemoraji); vaskiiler kanamanin meydana geldigi zamandir, 1 (lizis); ilk
vaskiiler parcalanmanin meydana geldigi zamandir ve c (koagiilasyon); vaskiiler
pihtilagmanin ilk meydana geldigi zamandir. IS'ye gore tahrig siniflandirmasi: < 0,9
tahris edici olmayan; 1-4,9 hafif tahris; 5-8,9; orta derecede tahris ve 9-21 siddetli
tahris edici etki.

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 20 (SPSS, Chicago, IL, ABD) programi ile yapildi. Deneysel
veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelendi. Uygulama ve kontrol
gruplar1 arasindaki farklar Duncan testi ile belirlendi. Veriler arasindaki korelasyonlari
belirlemek i¢in Pearson'in r katsayisi kullanildi. Elde edilen veriler, en az ii¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi + SD olarak ifade edildi ve p <0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Tiim deneyler ti¢ kez gergeklestirildi.

35



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (MTT Yo6ntemi)

Sisplatinin hiicre {izerinde sitotoksik etkisi ve kas hiicrelerinin canlilik diizeyinin
6l¢iilmesi igin sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu kullanilmistir. Sisplatin
ile muamele edilen hiicrelerin canlilik diizeyinin, kontroldeki canlilik diizeyine gore
2,54 oraninda, Onemli derecede azalttigi (p<0,05) bulunmustur. Ligandrol
uygulamalar1 en yiiksek konsantrasyonlarda bile canlilik seviyelerinde anlamli bir
degisime yol agmamustir. Ligandrol ile sisplatinin kombinasyon uygulamalari
sisplatine kiyasla doz artisina bagh olarak sirasiyla 1,1; 1,45; 2,14 oranlarinda 6nemli
derecede (p<0,05) arttirmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonlarinin hiicre canliligina etkisi (cis: sisplatin, lig:
ligandrol). Farkli harflerle (a, b, ¢, d, €) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamlilig1 gostermektedir.
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4.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Salinimi Analizi

Sisplatinin yol actig1 sitotoksik etki sonucu hiicrelerin veya dokunun canliligini
yitirmesiyle birlikte salinan LDH aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Pozitif kontrol olarak
mitomisin-C kullaniminin, hiicrelerden salinan LDH’in aktivitesini 4,1 oraninda
onemli derecede arttirdigi (p<0,05) bulunmustur. Sisplatin kullaniminda aktivite,
kontrole gore 3,15 oraninda oOnemli derecede arttirirken (p<0,05), ligandrol
uygulamasi LDH aktivitelerinde degisime yol agmamustir. Sisplatin ve ligandrol
kombinasyonunda ise konsantrasyon artisina bagli olarak ekstraselliiler LDH aktivitesi
giderek azalmis ve neredeyse kontrole yakinlagmistir. Artan ligandrol konsantrasyonu
ile LDH aktivitesi sisplatine gore sirasiyla 1,16; 1,71 ve 2,18 oraninda 6nemli derecede
(p<0,05) azalmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Mitomisin-C, sisplatin, ligandrol ve sisplatin ile ligandroliin kombinasyonuyla muamele
edilen hiicrelerden salinan ekstraselliller LDH’1n aktivitesi (cis: sisplatin, lig: ligandrol, mitc:
mitomisin-C). Farkli harflerle (a, b, c, d, e, f) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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4.3. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Sisplatin, ligandrol ve bunlarin bir kombinasyonuyla muamele sonucu hiicre
ortaminda bulunan total antioksidan miktar1 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.3). Kontrole gore
total antioksidan miktar: askorbik asit ile muamelede 2,23 oraninda 6nemli derecede
arterken (p<0,05), sisplatin ile muamelede 2,5 oraninda 6nemli derecede azalmis
(p<0,05), ligandrol kullaniminda artan konsantrasyon ile 1,2; 1,4 ve 1,6 oraninda
onemli derecede artmistir (p<0,05). Sisplatinin ligandrol ile kullaniminda ise total
antioksidan kapasitesinin neredeyse kontrole yakinlagtigt bulunmustur. Artan
ligandrol konsantrasyonlari ile total antioksidan miktarinda sisplatine kiyasla sirasiyla

1,3; 1,87 ve 2,2 oraninda artis meydana gelmistir.
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Sekil 4.3. Hiicrelerin askorbik asit, sisplatin, ligandrol ve sisplatin ile ligandroliin kombinasyonuyla
muamele edilmesiyle ortaya ¢ikan total antioksidan miktari (cis: sisplatin, lig: ligandrol).
Farkli harflerle (a, b, c, d, e, f, g, h, 1) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamlilig1 géstermektedir.
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4.4. Toplam Oksidan Durum (TOD) Analizi

TOD seviyelerine bakildiginda, kontrolle kiyaslandiginda mitomisin-C ve sisplatin
uygulamalari sirasiyla 7,1 ve 4,9 oranlarinda 6nemli derecede arttirmistir (p<0,05)
(Sekil 4.4). Ligandrolin en yiiksek konsantrasyonlar: total oksidan seviyelerde
herhangi bir degisime neden olmamuistir. Sisplatin ile ligandroliin kombinasyonunda
ise artan ligandrol konsantrasyonlar1 ile total oksidan durumunda sisplatin
uygulamalarina gore sirasiyla 1,19; 1,71 ve 2,62 oraninda onemli derecede (p<0,05)

azalmaya yol agmuistir.
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Sekil 4.4. Hiicrelerin mitomisin-C, sisplatin, ligandrol ve sisplatin ile ligandroliin kombinasyonuyla
muamele edilmesiyle ortaya ¢ikan total oksidan durumu (cis: sisplatin, lig: ligandrol, mitc:
mitomisin-C). Farkli harflerle (a, b, ¢, d, e, f, g) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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4.5. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Kanser tedavisinde sisplatin kullanimi1 DNA zincirlerinin ayrilmasina veya kirilmasina
sebep olur. Herhangi bir islem gérmemis kontrole goére DNA fragmentasyonu,
sisplatin kullaniminda 7,3 oraninda 6nemli derecede (p<0,05) artmistir. Ligandroliin
farkli konsantrasyonlarinin DNA fragmentasyon oraninda herhangi bir degisime yol
acmazken, sisplatin ile kullanimda artan ligandrol konsantrasyonuna bagli olarak
DNA fragmentasyonu sisplatine kiyasla sirasiyla 1,26; 1,79 ve 3,72 oraninda énemli
derecede (p<0,05) azalmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerde DNA
fragmentasyon orani (cis: sisplatin, lig: ligandrol). Farkl harflerle (a, b, ¢, d, e) gosterilen
barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir.
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4.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile uygulamalar1 sonrasi hiicre dongiisii
analizi ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.6). Sisplatin uygulamalar1 kontrole kiyasla G0O/G1
fazindaki hiicre sayisin1 2,32 oraninda 6nemli derecede (p<0,05) azaltirken, G2/M
fazindaki hiicre sayisini, kontrole kiyasla 2,5 kat arttirmistir (p<0,05). Ligandrol ile
muamelede bu fazlardaki hiicre sayilar1 6nemli bir degisiklige ugramamustir. Sisplatin
ile ligandroliin artan konsantrasyonlarmmin kombinasyon uygulamalari ile GO/G1
fazindaki hiicre sayisi, sisplatine kiyasla sirasiyla 1,28; 1,68 ve 2,2 oraninda 6nemli
derecede (p<0,05) artarken, G2/M fazindaki hiicre sayis1 ise 1,05; 1,32 ve 1,7 oraninda

onemli derecede azaltmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edildiginde G0/G1, S ve G2
evrelerindeki hiicre sayisi (cis: sisplatin, lig: ligandrol). Farkli harflerle (a, b, c, d, e)
gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilig: gostermektedir.
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4.7. Kaspaz 3/7 Ekspresyonu

Kaspaz 3/7 ekspresyon degisimi incelendiginde sisplatin ile muamelede deger kontrole
gore 2,14 oraninda azalirken, ligandrol ile muamelede artan konstantrasyona baglh
olarak sirasiyla 1,18; 1,48 ve 1,7 oraninda 6nemli derecede (p<0,05) artmistir.
Sisplatin ve ligandroliin kombinasyonunda ligandroliin konsantrasyon artisina bagli
olarak deger kontrole yaklasmis ve sisplatine kiyasla Kaspaz 3/7 ekspresyonunda
strastyla 1,25; 1,6 ve 1,96 oraninda 6nemli derecede (p<0,05) artis meydana gelmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Hiicrelerin sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edilmesiyle Kaspaz
3/7 ekspresyon degisimi (cis: sisplatin, lig: ligandrol). Farkli harflerle (a, b, c, d, e, f, g, h)
gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilig: gostermektedir.
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4.8. Lipid Peroksidasyonu

Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile uygulamada lipid peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan son iiriin malondialdehit (MDA) konsantrasyonunun degisimi ise
Sekil 4.8’de gosterilmistir. Sisplatin ile muamelede MDA konsantrasyonu kontrole
gore 5,8 oraninda onemli derecede (p<0,05) artarken, ligandrol ile muamelede
kontrole kiyasla onemli bir degisim gdézlenmemistir. Sisplatinin ligandrol ile
kombinasyonunda, artan ligandrol seviyesine bagli olarak MDA konsantrasyonu

sisplatine kiyasla sirasiyla 1,18; 1,68 ve 2,6 oraninda 6nemli derecede (p<0,05)

azaltmastir.
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Sekil 4.8. Hiicrelerin sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edilmesiyle
malondialdehit (MDA) seviyelerininin degisimi (cis: sisplatin, lig: ligandrol). Farkli
harflerle (a, b, ¢, d, ¢) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir.
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4.9. Intraselliiler Kalsiyum Konsantrasyonu

Tablo 4.1°de gosterildigi tizere hiicre i¢i kalsiyum salinimi sisplatin, ligandrol ve
bunlarin kombinasyonu ile muamelede en yiiksek deger sisplatin ile muamelede elde
edilmistir. Ligandroliin tek basina hiicre i¢i kalsiyum salinimina etkisi kontrol ile
karsilastirildiginda 6nemli bir degisime neden olmazken, sisplatin ile
kombinasyonunda artan ligandrol konsantrasyonuna bagli olarak sisplatine gore

anlamli derecede diisiisler (p<0,05) gbzlenmistir.

Tablo 4.1. Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerden salinan hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonu.

Uygulama Intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu (ng/10° hiicre)
Kontrol 8,78+ 0,782
Cis 13,14 £1,21°
Ligl 8,75+0,82
Lig2 8,81+0,85
Lig3 8,83+0,932
Ligl+Cis 1254+12¢
Lig2+Cis 11,64+ 1,05¢
Lig3+Cis 10,26 +£1,02¢

Farkl harflerle (a, b, ¢, d, e) gosterilen barlar p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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4.10. HET-CAM lrritasyon Denemesi

Sisplatin, ligandrol ve bunlarin kombinasyonunun antianjiyojenik etkileri
aragtirtlmistir (Sekil 4.9). Herhangi bir islem gormemis hiicrelerde ve ligandrol ile
muamele edilen CAM yiizeyinde irritasyona neden olmamistir. Sisplatin ile
muamelede bu etki giigliiyken, ligandrol ile kombinasyonunda artan ligandrol
konsantrasyonuna bagli olarak 0,5 ve 5 mg/L orta irritasyon etki gozlenirken,
sisplatinin ligandroliin 50 mg/L konsantrasyonu ile kombinasyonu zayif irritant

etkilere neden olmustur.
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Sekil 4.9. Hiicrelerin sisplatin, ligandrol ve kombinasyonlarinin muamele edilmesiyle olusan irritasyon
skoru (cis: sisplatin, lig: ligandrol)
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Sisplatin 16semi, lenfoma, meme, testis, yumurtalik, bas ve boyun, rahim agz
kanserleri ve sarkomlar gibi ¢esitli malignite teshisi konan hastalarda birinci basamak
kemoterapi tedavisi igin kullanilmaktadir (Loehrer ve Einhorn, 1984). Sisplatin ve
diger platin bazli bilesikler DNA sentezini ve mitozu inhibe ederek ve apoptotik hiicre
oliimiinti indiikleyerek kanser hiicrelerini oldiiren sitotoksik ilaglardir. Bununla
birlikte sisplatin kemoterapisi hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik, nérotoksik ve
hematotoksik 6nemli yan etkilerle de iligkilidir (Schlaeffer ve ark., 1983; Berliner ve
ark., 1990). Sisplatin tedavisinde karsilasilan en yaygin yan etkilerden biri kas
toksisitesidir. Bu yan etkileri en aza indirmek, ilag direncini 6nlemek ve bu tedavileri
gelistirebilmek i¢in SARM’ler ile tedavi Onerilmistir (Narayanan ve ark., 2008).
Yapilan bu ¢alismada kanser tedavisinde kullanilan ve kemoterap6tik bir antikanser
ajan1 olan sisplatinin, kas {izerindeki sitotoksik etkisi ve yol agtig1 toksisitenin en aza

indirilebilmesi igin kullanilan ligandroliin yarattig: etkiler arastirilmustir.

Sisplatin hiicreye girdigi anda aktive olur. Sitoplazmada sisplatin {izerindeki kloriir
atomlarmin yerini su molekiilleri alir. Bu hidrolize iiriin, proteinler iizerindeki
stlfhidril gruplar1 ve niikleik asitler {izerindeki nitrojen donér atomlari dahil olmak
tizere herhangi bir niikleofille reaksiyona girebilen giiclii bir elektrofildir. Sisplatin,
piirin kalintilar1 {izerindeki N7 reaktif merkezine baglanir. Bu nedenle kanser
hiicrelerinde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina, hiicre boliinmesinin blokesine ve
sonug olarak apoptotik hiicre 6liimiine neden olur (Dasari ve Bernard Tchounwou,
2014). Mevcut calismada, sisplatinin tek basima kullanimi hiicre canliligini 6nemli
derecede inhibe ettigi gorilmiistiir. Kaslarda, doku segici aktiviteyle androjen
reseptorleri baglayarak anabolik etkiyi arttiran ligandroliin (Flores ve ark., 2020) tek
bagina kullaniminda hiicre canliligini neredeyse etkilemedigi; sisplatin ile
kombinasyonunda artan ligandrol konsantrasyonu ile hiicre canliligi oranini,

sisplatinin tek bagina kullaniminda gerceklesen duruma gore 6nemli derecede arttirdigi
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bulunmustur. Roch ve ark., (2020) yapmis oldugu ¢alismada, ligandroliin kas hiicreleri
tizerinde nispeten diisiik riskli bir profil ¢izerek kas kiitlesini arttirdigi; kas lifleri
tizerinde hipertrofik bir etkiye sahip olmadigi; kas vaskiilarizasyonunu ve kas
enzimlerinin aktivitesi arttirarak iyilesmeye yardimci oldugu bulunmustur fakat
ligandroliin yiiksek dozlarmin, segiciligi azalttigt ve bu sebeple kullanimda doza
dikkat edilmesi gerektigi belirtilmistir. Ligandroliin saglikli hiicrelere zarar vermeden

kas yapisin1 korudugu bizim ¢alismamiz ile de desteklenmektedir.

Hiicrenin enerji metabolizmasinda yer alan LDH, hiicre yikimi1 veya hasarlanmasi ya
da doku hasarlanmasi ile hiicre disina salinir. Bu galismada, sisplatin ile muamele
sonucunda ekstraselliiler LDH aktivitesi, kontrole gére énemli oranda artmistir. Bu
durum, sisplatinin kardiyotoksik etkisini isaret etmektedir (Demkow ve Stelmaszczyk-
Emmel, 2013). Tek basina ligandroliin en yiiksek konsantrasyonda bile ekstraselliiler
LDH aktivitesini etkilemedigi bulunmustir. Sisplatinin, artan konsantrasyona sahip
ligandrol ile kullaniminda ise ekstraselliiler LDH aktivitesinin giderek dogal hiicre
ortamindaki seviyelerine yaklastigi tespit edilmistir. Bu durum ligandroliin hiicre
membran defektlerini koruyup LDH aktivitelerini inhibe ederek sitotoksisiteyi

engelledigini diistindiirmistiir.

Oksidatif stres, sisplatin toksisitesinde rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan
biridir. Normal fizyolojik kosullar altinda hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin yapimi
ve yikimi arasinda bir denge vardir. Ancak eksojen ve endojen kaynaklar tarafindan
uyarilan asir1 reaktif oksijen tiirleri hiicresel proteinlere, lipidlere ve DNA'ya zarar
verebilir ve bu da hiicrelerde karsinojeneze katkida bulunan 6liimciil lezyonlara yol
acabilir (Ames, 1983). Kanser hiicreleri kismen onkojenik uyarilma, artan metabolik
aktivite ve mitokondriyal islev bozuklugu nedeniyle normal hiicrelere gore daha fazla
reaktif oksijen tiirii stresi sergiler (Storz, 2005). Sisplatin, DNA hasarmnin yani sira
hiicre oliimiinii tetikleyen reaktif oksijen tiirlerini de indiikler. Reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimiyle artan oksidatif stres ise antioksidan savunma sisteminde azalmaya
neden olur (Kart ve ark., 2010). Calisma sonuglarinda goriildiigii tizere sisplatin ile
muamelede toplam antioksidan kapasitesinin kontrole gore azaldigi bulunmustur.

Waly ve ark., (2011) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada sisplatinin ortamdaki
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reaktif oksijen tiirlerinin toksik 6zelliklerinden koruyan glutatyon miktarinda ve total
antioksidan kapasitesinde azalmaya yol agtigi, boylece oksidatif stresi arttirdigi
bulunmustur. Total antioksidan kapasitesi i¢in elde edilen sonuglarin tam tersi sekilde,
sisplatin ile muamelede toplam oksidan seviyesinin kontrole gére ciddi oranda arttigi
gozlemlenmistir. Sisplatin kaynakli nefrotoksisite sonucu ortamdaki total antioksidan
ve total oksidan durumunun incelendigi bir caligmada oksidatif stresi engelleyen total
tiyol ile glutatyon miktarindaki azalma ile total antioksidan miktarinda bir azalma ve
antioksidan sisteminde bir hasar oldugunun belirtecleri total antioksidan kapasitesinde,
oksidatif stres indeksinde ve MDA seviyelerinde artma meydana geldigi bulunmustur
(Verma ve ark., 2016). Ligandroliin tek basina kullaniminda, artan konstantrasyon ile
total antioksidan kapasitesi artis gosterse de total oksidan durumu tizerinde neredeyse
etkisi bulunmamaktadir. Ligandrol, sisplatin ile kullaniminda artan konstanstrasyon
ile sisplatinin TAK {izerindeki etkisini azalmakta, normale yakinlastirmaktadir.
Kombinasyonlar1 ile muamelede total oksidan durumu, artan ligandrol konsantrasyonu
ile azalmaktadir. Bu veriler, serbest oksidan radikallerin artisiyla miiskiiler toksisiteye
yol agan sisplatin bu etkileri, antioksidan etkili ligandroliin oksidatif radikalleri

stiptirerek oksidatif strese karsi kas hiicrelerini korudugunu gostermistir.

Kemoterapotik ajanlar, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine ve oksidatif strese yol
acarlar. Dolayisiyla oksidan/antioksidan durum arasinda dengesizlige neden olurlar.
Serbest radikal tiretimi ile antioksidan savunma aktivitesi arasindaki herhangi bir
dengesizlik, DNA pargalanmasina neden olur (Phaniendra ve ark., 2015). Sisplatin ile
mualeme edilen kas hiicrelerinde, DNA fragmentasyonunun kontrole gére ¢ok yiiksek
oranda arttigi bulunmustur. Ligandrolin tek bagina kullaniminda bu durum
degismezken veya c¢ok az degisirken, sisplatin ile kombinasyonunda sisplatinin
sitotoksik etkisini azaltarak DNA fragmentasyonunun normal seviyeye yaklagmasini
saglamistir. Burada ligandrol serbest radikalleri baskilayarak DNA materyalindeki
muhtemel zararlar1 engelledigi ve sisplatinin negatif etkilerini normallestirdigi ortaya
konulmustur. Wozniak ve ark., (2004), sisplatinin DNA ile capraz baglarin
indiiksiyonunun yani sira normal ve kanser hiicrelerinde serbest radikal kaynakli DNA
fragmentasyonunu tetikleyebilecegini, serbest radikal yakalayicilarinin kombinasyonu

ile kemoterapdtik tedavilerin modifikasyonunun miimkiin oldugunu 6ne stirmiistiir. Bu
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sonuglar ligandroliin koruyucu etkisinin hem serbest radikalleri siipiiriicii hemde

antioksidan enzimleri destekleyicisi olarak gorev gordiigiinii digiindlirmiistiir.

DNA hasar gordiikten sonra hiicre dongiisii kontrol noktalar1 aktive olur fakat bu
stirecte hiicre dongiisiinii bloke edici ajanlar, hiicrelerin onarilmasini veya apoptozise
stiriiklenmesini engelleyerek DNA hasarlarinin artist iizerinden toksik etkilere neden
olmaktadir. Sisplatinin sitotoksik etkisi ile ortaya ¢ikan hiicre hasarinin G1 (biiyiime)
kontrol noktasinda belirlenmesi ile S evresine gecis gecikmistir. Bu sebeple sisplatin,
ligandrol ve bunlarin kombinasyonu ile muamelede bu evreye gegis geciktiginden S
evresindeki hiicre sayist degismemis veya ¢ok az degismistir. Yine G1 kontrol
noktasinda belirlenen hasar ile hiicreler direkt olarak dongiide iken ya da GO evresine
gecerek apoptoza ugratilmistir. G2 evresinde akiimiile olan hiicreler ise bu fazda ilag
direnci gelistirildigini gostermektedir. Velma ve ark., (2016) tarafindan promiyelositik
I6semi hiicrelerinin sisplatin ile indiiklenmis gen degisiklikleri, hiicre dongiisii ve
apoptozu lizerine yapilan calismada hiicrelerin 6nce G1 6ncesi (sentez), S ve G2
fazinda akiimiile olmaya basladiklari; deney siiresi ve sisplatin dozu arttikga GO/G1
fazindaki hiicrelerinde sayisinda azalma oldugu ve Gl oncesi, S ve G2 fazinda
aktimiile olan hiicrelerin sayisinin arttigi bildirilmistir. Bu ¢aligsma, sisplatinin toksik
etkisine dair elde etmis oldugumuz sonuglara benzerdir. Mevcut calismamizda
ligandrol, sisplatinin DNA’ya verdigi hasara zit olarak artan konsantrasyonu ile hiicre
dongiisiiniin devamini saglamaktadir. G2/M kontrol noktasinda hiicrelerin apoptoza

ugramasi ligandrol ile muhtemeldir.

Kaspaz aktivasyonu, apoptozun baglangicindaki anahtar adimdir. Plazma membran
olim reseptorlerini aktive eden (kaspaz 8) ve mitokondriyal disfonksiyona neden
olanlar (kaspaz 9) da dahil olmak iizere bir¢ok uyarici, kaspazlart aktive eder.
Kaspazlar apoptozun baslaticilar1 veya uygulayicilaridir. Baslatici kaspazlari, kaspaz 8
ve 9'u igerir. Bu kaspazlarin aktivasyonu, asagi diizenleme veya kaspaz 3 ve 7 gibi
kaspazlarin aktivasyonuyla sonuglanir. Uygulayict kaspazlar, poli (ADP-riboz)
polimerazin aktivasyonu ve DNA fragmantasyonuna yol agan kaspaz aktivator alan
proteininin inhibitdrii dahil olmak {izere apoptozun biyokimyasal ozelliklerinin

birgogundan sorumludur (Salvesen ve Abrams, 2004). Kaspaz aktivasyonunun hatali
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olmasi ve apoptozun yeterli derecede gergeklesmemesi tiimor olusumuna sebep olacagi
gibi asir1 aktivasyonu ve ortaya c¢ikan asirt hiicre oliimii, norodejeneratif kosullar
tesvik edebilir (Mcllwain ve ark., 2013). Bu sebeple aktive edilmis bir kaspazin, inaktif
zimojen haline doniistiiriilebilmesi gerekmektedir. Mevcut ¢alismada, kas hiicrelerinin
sisplatin ile muamelesi, kaspas 3/7 ekspresyonu seviyesini diisirmiistiir. Bu gen
ekspresyonlarindaki azaliglar hiicrelerin apoptoza ugramasini engellemektedir. Giiner
ve ark., (2019b) kanser hiicreleri lizerine yaptig1 ¢alismada, kaspas bagimsiz
yolaklardaki genetik degisikliklerin apoptik hiicre dliimiinde hayati bir rol tasidig
ortaya konmustur. Ligandroliin artan konsantrasyonlari ile sisplatin kombinasyon
uygulamalarinda kaspas 3/7 ekspresyonunda sisplatine kiyasla 6nemli derecede artiglar
tespit edilmistir. Bu durum sisplatinin neden oldugu gen ekspresyonlarindaki
inhibisyonlarin ligandrol ile normale yakin artislar sergileyerek hiicrelerin apoptoza

stiriiklenmesiyle agiklanabilir.

Lipid homeostazi, enerji metabolizmasinda ve viicut agirligi kontroliinde kritik bir rol
oynar. Kanser genellikle yag metabolizmasinin degismesine neden olur ancak yag
atrofisini indiikleyen, lipolizi ve lipid oksidasyonunu arttiran, lipojenezde azalmaya yol
acan Sisplatin gibi kemoterapotik ajanlar bunu daha da kotiilestirir (Conte ve ark.,
2020). Oksidatif stres ile indiiklenen lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA
konsantrasyonunun, sisplatin ile muamele sonucunda Kkontrole gore arttigi
bulunmustur. Benzer olarak sisplatin kaynakli akut bobrek hasari tizerine yapilan bir
calismada, sisplatinin oksidatif DNA hasarina yol acarak lipid peroksidasyonu yoluyla
ortamdaki MDA konsantrasyonunun arttirdigi bulunmus ve alinan sonuclara gore
sisplatinin oksidatif strese yol actig1 belirtilmistir (Soni ve ark., 2018). Ligandroliin
konsantrasyon artigina bagli olarak sisplatin ile kombinasyonu MDA konsantrasyonu
Oonemli derecede azalmistir. Bu durum, serbest reaktif oksijen tiirlerinin ligandrol
tarafindan ortamdan uzaklastirilmasiyla hiicrelerin oksidatif stresten korundugunu,

hiicre yapisinin bozulmasinin engellendigini gostermektedir.
Diisiik hiicre i¢i kloriir iyon konsantrasyonlar1 altinda sisplatin, ¢esitli yiiklii reaktif

tiirlere hidrolize olmaktadir. Bu hidrolize sisplatin formlari, normal sisplatinden ¢ok

daha reaktif olmak iizere oksidatif fosforilasyonu durdurarak mitokondriyal solunumun
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inhibisyonu yoluyla etki gostermektedir (Aggarwal, 1993). Bu durum mitokondriden
bir kalsiyum akisina ve dolayisiyla normal kalsiyum homeostazinda ve hiicresel
fonksiyonun bozulmasina yol agarak kalsiyum seviyelerinde énemli bir artisa neden
olur. Bunun yaninda hiicre hasar1 veya yikiminda da kalsiyum seviyelerinde artis
gerceklesir. Bu galismada, sisplatinin sitotoksik etkileri sonucu hiicre hasara ugrayarak
hiicrelerarasi kalsiyum salinimi artmistir. Kawai ve arkadaslarinin sisplatin kaynakli
bobrek hiicreleri hasarinda intraselliiler kalsiyum ve oksijen radikalleri arasindaki iliski
lizerine yaptig1 calismada, hiicre hasarma bagl olarak [Ca™?] ve LDH saliniminin
artmast ile serbest oksijen radikalleri seviyesinde artis gozlenmis; sisplatinin NADPH
oksidaz yolu ile serbest radikal iiretimini arttirmak i¢in intraselliiler kalsiyum
konstrasyonunu arttirdig1 belirtilmistir (Kawai ve ark., 2006). Ligandrol intraselliiler
kalsiyum konsantrasyonun g¢ok az bir etkiye sahipken sisplatin ile kombinasyonunda
artan ligandrol konsantrasyonu ile sisplatinin yarattigi etkiyi normale yakin bir
seviyede korudugu goriilmiistiir. Bu durum sisplatin kaynakli membran defektlerinin
ligandrol ile 6nemli derecede engellenerek hiicre i¢in iyon dengesinin saglanmasiyla

gerceklestigini diisiindiirmiistiir.

Kanser tedavisinde sisplatinin yan etkilerinden birisi antianjiyogenik aktivite
gostererek damar olusumunu inhibe etmesidir. Fakat sisplatin uygulamalarinda sadece
kanserli dokular etkilenmemekte, normal hiicre geligsimi de olumsuz etkilenmektedir.
HET-CAM yontemi, bir kimyasal maddenin potansiyel tahris edici etkilerini gdsteren
basarili bir aractir ve okiiler toksisite, ila¢ uygulamalari, doku miihendisligi ve
anjiyo/antianjiyojenik aktivitelerde yaygin olarak tercih edilir (Kishore ve ark., 2008).
Mevcut aragtirmamizda sisplatin uygulamalari CAM yiizeyinde siddetli irritant etkiler
gosterirken, artan konsantrasyonlara bagli ligandrol ile kombine uygulamalari
sonucunda bu durum 6nemli oranda iyilestirilerek zayif irritasyon etkiler sergilemistir.
Bu durum sisplatinin neden oldugu kasin disfonksiyonu ya da toksisitesinde 6nemli bir
yer tutan antianjiyogenik aktivitelerin ligandrol ile 6nemli derecede telafi edilerek

kasin fonksiyonuna 6nemli katkilar sundugunu gostermistir.
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Calismamizda, sisplatinin kas hiicrelerinde molekiiler diizeyde sitotoksik etkilerini ve
ligandroliin bu etkilere yonelik koruyucu etkileri ilkk defa ortaya konmustur. Ozellikle
sisplatinin neden oldugu oksidatif stres aracigiyla membran zararlarinda, DNA
kiriklarinda, hiicre i¢i kalsiyumlarin yiiksek oranda salimiminda, hiicre dongiisii
bozulmalarinda, lipid peroksidaz artiglarinda ve apoptotik gen ekspresyonunda
azaliglara neden olmustur. Bununla birlikte, sisplatinin ligandrol ile kombinasyon
uygulamalari sisplatinin neden oldugu oksidatif stres artiglari, DNA fragmentasyonu,
MDA iiretimi, hiicre dongiisii bozukluklar1 ve kas irritasyonlarini 6nemli 6l¢iide inhibe
ederek sisplatinin toksisitesini 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir. Ayn1 zamanda, tek basina
ligandrol uygulamalar1 herhangi bir toksisiteye yol agmayip kas hiicrelerinde
antioksidan seviyeleri arttirmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, ligandroliin saglikli hiicre
tizerinde toksik etkilerinin olmadig1 g6z 6niine alindiginda, ligandroliin sisplatin ile
uyarilan kas toksisitesine karsi potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegi bu ¢aligsma

ile ortaya konmustur.
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