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RATLARDA OLUSTURULAN KARACIGER TUMOR MODELINDE
OCTREOTIDE KEMOTERAPOTIK AJANININ, ISI SOK
PROTEINLERI,S-HIDROKSI DEOKSIGUANOZIN VE OKSIDATIF
STRES PARAMETRELERI DUZEYLERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada 6nemli karsinojenler Dietilnitrozamin (DEN) ve 2-Asetilamino floran
(2-AAF) ratlar tzerinde karaciger tiimoér modeli olusturulmaya c¢aligildi. Modelde
kemoterapdtik ajan olan Octreotidenin (OCT) Oksidatif stres parametreleri ; Siiperoksit
dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Malondialdehit (MDA),
Nitrik oksit (NO), 8-Hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) ve Is1 sok proteini 70 (Hsp 70)
diizeyleri lizerine etkisini bakildi.

Bu amagla ¢alismaya her grupta 8 rat olmak {izere 64 disi Wistar- albino tiirii rat
dahil edildi. 1.Grup kontrol grubu olarak diizenlendi. Grup 2 deki ratlara gavajla sadece 0,1
ml zeytinyag1 verildi. Grup 3 deki ratlara 0,1ml DMSO (Dimetil siilfoksit) i.p verildi. Grup
4 deki ratlara DMSO da ¢6ziinmiis 300 ug octreotid i.p olarak verildi. Grup 5 teki ratlara
DMSO da ¢oziinmiis 175 mg/kg i.p olarak DEN verildi. Grup 6 daki ratlara 7 giin su+yem
verildikten sonra sekizinci, dokuzuncu, onuncu giinde DMSO da ¢oziinmiis 20mg/kg
oraninda 0,1 ml 2-AAF gavajla zeytinyagi yardimiyla verildi. Grup 7 deki ratlara deney
baglangicinda DMSO da ¢6ziinmis 175 mgkg DEN ip olarak verildi. DEN
uygulamasindan 1 hafta sonra deneyin sekizinci, dokuzuncu, onuncu giiniinde DMSO da
¢coziinmiis 20mg/kg oraninda 2-AAF zeytinyagi yardimiyla 0,1 ml gavajla verildi. Grup 8
deki ratlara deney baslangicinda DMSO da ¢oziinmiis 175mg/kg DEN i.p olarak verilmis
olup DEN uygulanmasindan bir hafta sonra sekizinci, dokuzuncu,onuncu giiniinde DMSO
da ¢oziinmiis 20 mg/kg 2-AAF zeytinyagr yardimiyla 0,1 ml gavajla verildi. Deneyin
onaltinci, yirmi {giincii, otuzuncu giiniinde DMSO da ¢oziinmiis 300 pg /kg octreotid
verildi. Deneyin besinci haftasinda hayvanlar sakrifiye edilerek karaciger dokular alindi.
SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri MDA, NO diizeyleri spektrofotometrik olarak belirlendi.
Hsp 70 ve 8-OH dG diizeyleri eliza yontemiyle 6l¢iildii.



Elde edilen bulgularda ; MDA diizeyinde Kontrol grubu ile 2., 3., 4., 5. Gruplari
arasinda fark bulunmazken 7.grubun MDA diizeyinde énemli bir artis, 8.grubun diizeyinde
onemli bir azalis kaydedildi.

Stiperoksit Dismutaz aktivitelerinde Kontrol grubu ile 2., 3. gruplar arasinda fark
bulunmazken 6. ve 8. grupta azalis , 7.grupta artig kaydedildi. GSH-Px aktivitesi, kontrol
grubu ile 7.grup arasinda Onemli azalis, 8.grubun aktivitesinde artis kaydedildi. NO
diizeyleri kontrol grubu ile 2., 3., 4. gruplar arasinda fark bulunmazken 5., 6., 7.,
gruplarda artis 8.grupta azalis kaydedildi.CAT aktivitelerinde kontrole ile 2., 3., 4.
Gruplar fark bulunmazken 5., 6., 7. grupta ¢ok Onemli azalis ,8.grupta Onemli artig
kaydedildi.Hsp 70 diizeylerinde Kontrol grubu ile 2., 4. grupta fark bulunmazken 3., 5., 6.,
7. grupta artis kaydedilmis 7.grubta ise azalis kaydedildi.

8- Hidroksi deoksiGuanozin diizeyleri incelendiginde Kontrol grubu ile 2.grupta
fark bulunmazken 3., 4., 5., 6., 7., 8. gruplarda artis kaydedildi. Ancak 8.grup 5.6.7.gruba
gore azalig gosterek kontrol grubuna yaklagmistir.

Histopatolojik olarak ; Gruplar karsilagtirildiginda 6zellikle 7. Grupta daha fazla
orta siddette Portal inflamasyon olusumu gibi patolojik bozukluk gozlendi.Bununla beraber
1,2,3,4.,5,6., 7., 8. gruplar karsilastirildiginda anlamli sayilmayacak hafif ve orta
siddete parankimal nekroz gozlendi. Calismamizda OCT’ in antioksidan  etkisinin

oldugu ve bu konuda daha fazla arastirmaya gerekli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Kanseri, Oksidatif stres, 8-OHdG, Hsp 70,
Octreotide, Dietilnitrozamin, 2-Asetil-Aminofloran



MODEL RATS INDUCED LIVER TUMOR OF OCTREOTIDE
CHEMOTHERAPEUTIC AGENT, HEAT SHOCK PROTEINS, 8-HYDROXY
DEOXYGUANOSINE AND OXIDATIVE STRESS LEVELS OF INVESTIGATING
THE EFFECTS OF PARAMETERS

SUMMARY

Diethylnitrosamine (DEN) carcinogens in this study and 2-acetylamino Flora (2-
AAF) was made to create the model with rats, the liver tumor. Octreotide of model
chemotherapeutic agent (OCT) Oxidative stress parameters, superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), malondialdehyde (MDA), nitric oxide
(NO), 8-hydroxy deoxyguanosine (8-OHdG ) and heat shock protein 70 (Hsp 70) the effect
on the levels of views.

8 rats in each group in this study, 64 female Wistar-Albino rats were included. Group
1 was held as a control group. Was only 0.1 ml of olive oil by gavage to rats in Group 2.
Group 3 rats in 0.1 ml of DMSO (dimethyl sulfoxide) was given ip. Dissolved in DMSO in
Group 4 rats were given ip 300 pg/kg octreotide. it's also dissolved in DMSO group 5 rats of
175 mg / kg ip was given DEN. Group 6 bait in the water rats 7 days after giving the eighth,
ninth, tenth day, dissolved in DMSO in the olive oil with the help of 20mg/kg was given by
gavage 0.1 ml of 2-AAF. Dissolved in DMSO at the beginning of the experiment the rats in
Group 7 of 175 mg / kg was given ip DEN. Try one week after the administration of DEN
eighth, ninth, tenth day of 20mg/kg dissolved in DMSO by the olive oil with the help of 2-
AAF was given by gavage 0.1 ml. Dissolved in DMSO at the beginning of the experiment
the rats in group 8 175mg/kg i.p DEN .

DEN were given as a week after application of the eighth, ninth, tenth day dissolved
in DMSO for 20 mg / kg of olive oil with the help of 2-AAF were given 0.1 ml gavage. Try
the sixteenth, the twenty-third, the thirtieth day dissolved in DMSO or 300 p / kg was given
octreotide. Try it the fifth week of the animals were sacrificed and liver tissues were taken.
SOD, CAT, GSH-Px activities, MDA and NO levels were determined
spectrophotometrically. Hsp 70 and 8-OH dG levels were measured by ELISA.



The findings, MDA level with the control group, 2, 3, 4, 5 there was no difference
between the groups in 7.group a significant increase in the level of MDA, a significant
decrease in the level of 8.group recorded.

Control group and 2 in SOD activities , 3 there was no difference between the
groups 6 and 8 decrease in the group, recorded an increase in 7 group. GSH-Px activity
decreased significantly between the control group and the 7.Group, 8.group increase in
activity was recorded. NO levels in the control group 2, 3, 4 there was no difference between
the groups 5, 6, 7, and control groups, with activities in recorded.CAT decrease in growth
8.group 2, 3, 4 There was no difference Groups 5, 6, 7 a very significant decrease in the
group, a significant increase in 8.group recorded.Hsp 70 levels with the control group at 2, 4
there was no difference in the group 3, 5, 6, 7 group recorded an increase in the recorded
decrease.

Analysis of 8-OH dG levels in group 2 there was no difference with the control group
3, 4,5, 6, 7, 8 groups was increased. However, the control group, which decreased by
5.6.7.groups 8.group close.

Histopathologically, especially when compared Groups 7 , such as the formation of
more moderate portal inflammation with pathological disorder observed.in addition to 1st,
2nd, 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 8th Compared to groups are not considered significant
parenchymal necrosis was observed in mild and moderate violence. In our study, the

antioxidant activity of OCT’s and that this matter is concluded that more research is needed

Key words: Liver cancer, Oxidative Stress, 8-Hidroxy deoxyiguanosine, Heat
shock Protein 70 , Octreotide, Diethylnitrosamine, 2-Asetyl aminoflore
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: Adenozin Difosfat
. Alfa
: Katalaz
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. Dimetilsiilfoksit
: Deoksiriboniikleik Asit
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: Fenobarbital
: Glutatyon
: Glutatyon peroksidaz
: Glutatyon rediiktaz
: Okside glutatyon
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OD : Optik Dansite

RNA : Ribontikleik Asit

ROR : Reaktif Oksijen Radikalleri
KSU : Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
O, : Oksijen

HO,- : Perhidroksi Radikali

OH- : Hidroksil Radikali

Oy : Singlet Oksijen

NO- - Nitrik Oksit Radikali

H- : Hidrojen Radikali

SOD : Stiperoksit Dismutaz
ROO : Peroksil Radikali

NOS - Nitrik Oksit Sentaz

ETS : Elektron Transport Sistemi
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OoCT : Octreotide
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1. GIRIS AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz (otonom), normal dis1 biiylimesi olarak tarif edilebilir.
Kansere neden olan maddelere “Karsinojen” adi verilir. Karsinojen madde, radyasyon gibi
fiziksel, polisiklik hidrokarbon gibi kimyasal veya viriis gibi biyolojik ajan olabilir [1].

Glinlimiiziin en 6nemli 6liim nedenlerinden olmasi sebebiyle kanser olusumunun

onlenmesi, tizerinde en ¢ok calisilan konulardan biridir [2].

Kanser {izerine yapilan arastirmalar yaklasik 14. Yiizyildan bu yana devam etmektedir.
S6z konusu donem i¢inde kanser ilaclarinin arastirilma ve gelistirilme ¢alismalarinda her
zaman deneysel ¢alismalara gereksinim duyulmus ve gesitli modeller kullanilmistir [3].

Hepatoselliiler karsinoma, diinyada, en yaygin kanserlerden biri olup, bunun
olusumunda DEN, 2-AAF, fenobarbital, alkol gibi kimyasallar, aflatoksin B1 metabolit ya da
hepatit viriisleri (B ve C) gibi ajanlarin etkendir [4-6].

Calismamizda kullandigimiz karsinojenden biri olan DEN’in metabolitleri, DNA’ya
bir ya da iki oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglanarak timor promotérlerinin

baglanmasina aracilik eder [7].

Dietilnitrozamin indiikleyici, 2-AAF ise promotor olarak mesane ve karacigerde timor

olusumunda rol alirlar [8].

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller normalde radikal pargalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, c¢esitli nedenlerle reaktif oksijen
tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi sonucu Oksidatif stres ad1
verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile
DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bolgeler,
DNA-protein capraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol actig
bilinmektedir [9].

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle

meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasari olarak adlandirilir [10].

DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon, kanser,
yaslanma ve sonugta hiicre 6liimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca hiicresel
metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak degisimlere maruz kalir. Bu
degisimler sonugta tek hiicreli organizmalarda hiicresel oOliime veya c¢ok hiicreli

organizmalarda dejenerasyon ve yaglanmaya sebep olabilir.



Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20°den fazla oksidatif baz hasar {iriiniiniin olugsmasina
yol agar. Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukg¢a
duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasari belirtecidir [11].

Birgok biyolojik sistem igerisinde strese karsi tepki olugmaktadir. Bu tepkinin en
belirgin olani, ilk defa yiiksek atese bagli olarak hiicrelerde kesfedilen ve 1s1 sok proteinleri
(Hsp) olarak adlandirilan bir grup protein ailesidir.

Stres proteinleri biiylime, farklilagsma, boliinme, hatta hiicre oliimii dahil hiicre
metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tasir. Hsp ailesinden olan Hsp 70; Sitoplazma,
cekirdek, ER ve mitokondride protein tasinmasina katilir. Stres altinda proteinleri korur
kiimelesmelerini Onler. Polipeptidleri birbirine baglar [12].

Son yillarda yapilan calismalarda Oksidatif stres fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler kanitlar1 iceren c¢oklu cevaplara neden olmaktadir. Oksidatif stres HSP
ekspresyonuna sebep olur.

Cogu kanser ¢esidinde 1s1 sok proteinlerinin liretimi artar. HSP ler tiimdr hiicrelerinin
proliferasyonu, farklilasmasi, invazyonu, metastazi, 6liimii ve immiin sistem tarafindan
taninmasi ile iliskilidir. Ornegin Gogiis Kanserinde HSP -70 kemoterapiye Karsi olan direncin
gostergesidir [13].

Bu arastirmada; Ratlara DEN ve 2-AAF verilmesiyle karaciger timor modeli
olusturarak karaciger doku hiicreleri tahribatinin diizeylerini ve octreotide maddesinin
biyokimyasal ve histopatolojik olarak karaciger dokusu iizerine etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.



2.GENEL BIiLGILER
2. Karsinogenez

Karsinojenez (neoplastik transformasyon) karsinojenlerin ¢ogunlukla sinyal iletim
yollartyla etkilesimi sonucu belirli bir siiregte gelisen ve birbirini izleyen ¢ok basamakli
hiicresel degisikliklerin yer aldig1 kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir.

Karsinojenez inisiyasyon (baslangi¢), promosyon (gelisim) ve progresyon (ilerleme)
olmak {izere herbiri kendine 6zgii li¢ safthaya ayrilmaktadir [14-17].(Sekil 2.1)

1) inisiyasyon normal dokuda yer alan hiicrenin genotoksik bir karsinojenle
kargilasmasi1 sonucu DNA hasari olusmasi evresidir. Bu evrede mutant preneoplastik bir hiicre
olusur. “Inisiye” olmus hiicre “progenitdr” olarak da adlandirilir. Inisiyasyon geri
dontisiimsiiz, doza bagimli bir olaydir ve bu evrede kalicit DNA hasar1 (mutasyon) meydana
gelmektedir [15, 16, 18].

Inisiyatér olan karsinojenler dogal veya sentetik olabilirler ve baslica 2 gruba
ayrilirlar. Direkt etkili olanlar karsinojenik etkilerini gostermeleri icin kimyasal
transformasyona ihtiyagc duymazlar. Indirekt etkililer ise metabolizmalar1 sonucunda
karsinojen maddeye doniisiirler .

2) Promosyon evresi inisiye hiicrenin “selektif klonal ¢ogalmasi”dir. Bagka bir deyisle,
sadece preneoplastik hasarli hiicre popiilasyonunun aktif ¢ogalmasidir. Bu evreyi baslatan
ajanlara “promotor” denir.

Promotorlerin ortak 6zelligi hiicrede proliferasyonu indiiklemeleridir. Promotdrler
DNA dizisinde degisiklik yapmadan posttranslasyonal modifikasyonlarla proteinlerin
aktivitelerini degistirirler. Boylece ya proliferasyonda gorevli proteinler daha aktif hale gecer,

ya da apoptoziste gorevli olanlarin aktiviteleri azalir.

Sonug olarak, 6nceden genetik hasar gelismis olan hiicre klonunun ¢ogalmasi saglanir.
Promotorler tek baslarina tiimor olusturma giicline sahip degildir, ancak inisiye olmus
hiicrelerde tiimdre neden olurlar. Inisiyatdr uygulamasindan olduk¢a uzun bir zaman gegtikten
sonra bile promotdr uygulandiginda tiimor gelisebilmektedir. Ancak, promotorler
inisiyatorden once uygulandiklarinda tiimére neden olmazlar. Ciinkii direkt olarak DNA’y1

etkilemezler, yani genotoksik degildirler, etkileri doza bagimli ve geri doniistimlidiir [14-16].

3) Ugiincii evre olan progresyon ise hiicresel ve molekiiler degisikliklerin olustugu ve

preneoplastik donemden neoplastik doneme gegis evresidir. Bu evre geri doniisiimsiizdiir ve



bu evrede genetik instabilite, niikleer ploidi degisiklikleri ve kromozom biitiinliigiinde

bozulma meydana gelmektedir [14-16].
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Sekil 2.1. Karsinojenezin evreleri

Karsinojenez siirecinde kimyasal ajanlar farkl etkiler gosterdiklerinden “genotoksik”
ve “epigenetik (nongenotoksik)” olarak ayrilmaktadirlar [14].

Genellikle inisiyatdrler genotoksik, promotorler ise epigenetik ajanlardir. Bazi

ajanlar hem genotoksik hem de epigenetik etki gdsterebilirler.

Kanser genetik bir hastaliktir, yani “genetik hasar sonucu” olusur. Ayrica bazi kanser
tiurler1 kalitsal bir Ozellik de gosterir. Bununla birlikte, her genetik hasar kanserle
sonu¢lanmaz. Kimyasal bir karsinojen veya metabolizmasi sirasinda daha etkin hale gelmis
olan karsinojen eger karacigerde detoksifiye edilemezse DNA’y1 degistirebilir.

DNA’da tek veya g¢ift zincir kiriklarima, pilirin ve pirimidin  bazlarinda
modifikasyonlara, deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve DNA-DNA ¢apraz
baglarina neden olabilir. Bu durumda DNA’y1 ve hiicreyi bekleyen baslica li¢ segenek vardir.
Oncelikle DNA’daki hasar hiicre boliinmeye baslamadan &nce gesitli tamir mekanizmalari ile
onartlmaya calisilir. Eger hasar onarilamayacak kadar biiylikse hiicre apoptozise giderek
kendini yok edebilir. DNA’s1 onarilmadan hiicre boliinmeye giderse hasar kalict hale gelir ve

mutasyonlar olusur.

Hiicre dongiisii ve DNA hasariin onariminda gorev alan proteinleri kodlayan bazi

kritik genlerde olusan mutasyonlar kansere neden olmaktadir [14, 15].



2.1. Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri tiim diinyada 6zellikle Asya ve Afrika da en sik goriilen malign
tiimorlerden birisidir [19]. Diinya ¢apinda kanser tiirleri arasinda 6.siradadir ve 625,000 vaka
kaydedilmistir.Primer karaciger kanserlerinin % 85-90’1 hepatoseliiler karsinom (HSK) dir
[20].

Hepatoseliiler karsinom’ 11 hastalarda mortalite ¢ok yiiksek olup, 5 yillik survi % 5’in
altindadir [21].

HSK’nin sikligt ve HSK’ya bagl 6liim orani cinsiyete ve cografik bolgelere gore
farklilik gostermektedir. Erkeklerde kadinlardan 3-5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir [22,
23].

Alkol tiiketimi , hepatit B, hepatit C , Karaciger yaglanmasiyla iligkili olan obezite ,
aflatoksin, karbon tetrakloriir (CCl,), Nitrozodietilamin gibi kimyasallarin orani artigindan

dolayi karaciger kanseri hastaliklarinda artis beklenmektedir [24].
2.1.1. Deneysel Hepatik Karsinojenez

Karaciger kanseri deney hayvanlarina aromatik aminler, azot iceren boyalar,
nitrozaminler ve aflatoksinler gibi ¢esitli kimyasallar  uygulanarak deneysel olarak
olusturulabilir [25].Inisiyasyon fazinin olusturmak amaciyla en sik kullamlan ajanlar
dietilnitrozamin (DEN) aflatoksindir. Inisiyasyon evresini takiben promosyon evresi
fenobarbital (FB), asetaminofloren (AAF), 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin, polihalojenli
bifenil gibi kimyasallarla indiiklenmektedir [25].

Karacigerde promosyon fazi promotor ajan kullanmadan farkli sekillerde de
gergeklestirilebilmektedir. Buradaki amag hiicre boliinmesinin uyarilmasidir. Higgins ve ark.
[26] karacigerde parsiyel hepatektomi uygulamasinin, yetigkin hayvanlarda hiicre
proliferasyonunu indiikledigini ilk kez gostermistir. Peraino ve ark.[27] hepatik hiicre
proliferasyonunun hizli oldugu yenidogan dénemindeki hayvanlar1 kullanmistir. Tomasi ve
ark ise 4 giinliik aclik siiresinin hepatik hiicre ¢ogalmasini indiikledigini, yeniden beslemeden
24 saat sonra “subnekrojenik” dozda inisiyator bir ajan uygulandiginda karaciger kanseri
olustugunu gdstermistir. Bununla birlikte, a¢ birakma/yeniden besleme metodunun kismi

hepatektomi ve yenidogan metodlari gibi etkin olmadigini bildiren ¢alismalar da vardir [28].

Bir bagka yontem ise DEN, aflatoksin gibi inisiyator ajanlarin promotdr kullanilmadan

tek basina “nekrojenik” dozda kullanilmasidir.



Nekrozla hiicre 6liimii proliferasyon yetenegi ¢ok yliksek bir organ olan karacigeri
“Olenlerin yerine yenisini koymak tiizere” prolifere olmaya yonlendirmektedir. Bu sayede
hepatoseliller adenom veya HSK olusumu saglanir. Karaciger karsinojenezinin

uygulanabilecegi transgenik fare modelleri de gelistirilmistir.
2.1.2. DEN ve 2-AAF’nin Karacigerde Tiimor Olusumundaki Rolleri

Dietilnitrozamin ve 2-AAF, biyolojik sistemde tiimor olusumuna neden olan
kimyasallardir. Timor olusturmak igin kullanilan ksenobiyotiklerden DEN, 2-AAF ve
fenobarbital, fare, sican, hamster, tavsan, kopek, domuz ve maymun gibi hayvanlar icin
karsinojeniktir[29-32].

Dietilnirozamin ve 2-AAF birlikte uygulanmasi kemirgenlerde hepatokarsinogenesisi
baslatir ve hepatositlerde preneoplastik baslangica neden olur [6, 29, 33-47].

Dietilnitrozamin indiikleyici, 2-AAF ise promotor olarak mesane ve karacigerde timor
olusumunda rol alirlar [33, 35, 39, 40, 42]

Dietilnitrozamin ve 2-AAF gibi promotor olarak gorev yapan FB ile yapilan bir

calismada bunlarin, H-Ras’in 61. kodonunda mutasyona neden oldugu belirtilmigtir [48].
2.2.1 DEN ‘in Tiimor olusumundaki Rolii

Kanser arastirmalarinda timor indiikleyici olarak genellikle DEN kullanilmaktadir
[33, 34, 36, 41, 42, 44, 49-58]

Dietilnitrozamin’in yapisinda amid, tlireaz ve karbon igeren bilesikler bulunur
[59].Karsinojen bir madde olan DEN’ in inteksititlerden, tarimda kullanilan kimyasallardan
ve nitrattan sekillendigi , sigara dumaninda bulundugu ve ayni zamanda besinlerde bulunan
nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle sonucu da meydana geldigi bildirilmektedir
[60].

Dietilnitrozamin, kanser olusumunda direkt etkiye sahiptir. Bunun anlami enzimlere
bagli olmaksizin DEN’in kendiliginden hidrolize olmasidir [31, 59]. Iki hidroksilasyon
reaksiyonu ile aktive olan DEN’in bu biyolojik aktivasyonu sitokrom p450 tarafindan
katalizlenir [31, 59, 61].

Dietilnitrozamin deneysel hayvan modellerinde karaciger kanseri olusturmada ve DNA

hasarmin tamir edilmesinde gorev alan bazi enzimlere zarar vermede kullanildig:

bilinmektedir [62].
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Sekil 2. 2. Inisiyatdr bir kimyasal ajan olan dietilnitrozaminin (DEN) iki farkli gésterimi [50]
2.2.2. 2-AAF’nin Karacigerde Tiimor Olusumundaki Rolii

2-Asetilaminofloran, sentetik arylamin yapisinda olan 2-aminofloranin biyolojik
olarak asetillenmesi sonucu 2-AAF olusur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarmin ikinci
fazinda gorev yaparak DEN’in birinci adimindan sonra, ikinci adim olarak DNA’da guanin
bazina baglanip toksik etki olusturur. Bu toksik etki, mutasyonlara neden olarak, karacigerde,
sirasiyla preneoplastik, neoplastik, benign neoplazmi ve malign neoplazmi olusur [33, 36, 38-
41, 43, 50, 54, 63-65].

Dietilnitrozamin ve 2-AAF benzeri kimyasal timor promotor ajanlarin birikimi
sonucu, diiz E.R.’de detoksifikasyon reaksiyonlari i¢in detoksifikasyon enzimleri sentezlenir
[33, 40, 50, 66-68].

Bu enzimler topluca sitokrom P450 olarak bilinir. Sitokrom P450, karaciger
mikrozomlarinda ve adrenal korteks mitokondrilerinde temel elektron transport zincirindeki

en son enzimdir [69].
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Sekil 2.3. 2-Asetil aminoflorenin kimyasal gosterimi [39]



2.3 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Orbitali doldurup stabil hale gelmek icin bagka elektrona ihtiya¢ duydugundan
ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri oldukg¢a reaktif hale getirir. Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi, ¢esitli dis etkenlerin
etkisiyle de olusmaktadir. Yasam siireleri ¢ok kisa olmasina ragmen, yapilarindaki
dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile
etkilesebilme Ozelligine sahiptirler. Aerobik metabolizmasi olan memelilerde serbest
radikaller baslica oksijenden tiiremektedir [70].

Oksijen, dis orbitalde iki tane eslesmemis elektronu ile biyolojik sistemlerde onemli
bir yeri olan serbest radikaldir. O, ile reaksiyona giren molekiillerin olusturdugu serbest

radikaller de biyolojik sistemde 6nemli bir yere sahiptir [71].
2.3.1 Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen radikalleri; normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan
stiperoksit radikali (O2-—), hidrojen peroksit (H2O,) ve hidroksil radikali (OHe)'dir Reaktif
oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarimni

baslatabilirler. Asagida serbest radikal olusumu gosterilmistir. (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4: Serbest radikal olusumu [72]

Molekiiler oksijen (0O2), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahiptir [73].

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren atom, atom grubu veya molekiiller
serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe**, Cu?*, Mn®* ve Mo>* gibi gegis metalleri de
ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat
serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon),
negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak nétral olabilirler.

Serbest radikal tanimina gore molekiiler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak
degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde

diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer [71].



Cizelge 2.1: Reaktif oksijen partikiilleri [74]

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksid anyon radikali (O) Hidrojen peroksid (H205)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*O,)
Peroksi(ROO") Ozon (O3)

Alkoksil (RO") Hipokloroz asit (HOCI)
Nitrik oksit(NO") Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQ") Peroksinitrit (ONOQ")

Molekiiler oksijen her asamada indirgenerek yukarida tanimladigimiz reaktif Oy
metabolitlerinin olusumuna yol acar. O, tek basina hiicre yikimina neden olan reaksiyonlari
baslatabildigi gibi , esas olarak daha reaktif oksijen radikallerinin olusumuna da yol agarak

hiicre toksisitesinde rol oynamaktadir [71].

Reaktif oksijen metabolitlerinden en sik karsilagilanlar sunlardir.
2.3.1.1. Siiperoksid Radikali (O2:-)

Siiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu, siiperoksit
radikali olusumuna neden olur. Siiperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu
radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir [73].

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal
hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan
stiperoksit dismutaz araciligi ile hidrojen peroksit’e indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis
elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir [71].

Ortamda biriken siiperoksid radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler asagidaki
gibi 6zetlenebilir [75, 76].

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO") olusturabilir.

2. H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH’) ve singlet oksijen (*O,)

olusturabilir.

10



O, + H O, — 10, + OH" + OH-
3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.
O; + OH- — 10, + OH"

Serbest radikallere kars1 organizmanin uzun siireli korumasiz kalmasi bu maddelerin
diisiik konsantrasyonlarinda bile biyolojik agidan 6nemli molekiillerin tahribati ile
sonuglanir ve sonugta DNA' da mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara yol agar [71,
73].

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize
eden 6nemli bir enzimidir.

=CD
20+ 2H —— M0t 0y

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit siiperoksidin g¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya
molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin
iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin
asil iiretimi, siiperoksidin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksitin
dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni su
sekilde olustururlar:

20, +2H" — H,0,+0;
Oksijen iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O; ortaya ¢ikar.
O, +e- +2H" — H0,

Bu reaksiyon; radikal olmayan tiriinler meydana geldiginden, dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizhidir, enzimatik dismutasyon ise spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH'da daha belirgindir. Hidrojen
peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen radikali (ROR) kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol oynar. H,O; ge¢is metallerinin varliginda en
onemli serbest oksijen radikali olan OH- radikalinin olusumunu saglar. H,O,’nin diger 6nemli
bir gorevi de hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev almasidir. H,O; olustuktan sonra katalaz,
glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler adinda ii¢ enzim sistemi tarafindan

uzaklastirilirlar [71].
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2.3.1.3. Hidroksil Radikali (OH.)

Hidroksil biyolojik sistemlere diger ROS' lardan daha fazla hasar veren,
biyomolekiillerle reaksiyona girebilen giiclii bir radikaldir. Olugmasi igin ortamda gegis

metalleri gereklidir. Su yollarla olusabilir [76].

1. Fe (Demir) Katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe?*+ H202 — Fe**+OH+OH (Fenton)
H,O, + Fe?* — -OH + OH + Fe** (Haber-Weiss)
2. Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiperoksidin direk olarak hidrojen
peroksitle reaksiyona girmesiyle olusabilir.
0O, +H,0, - OH + OH + O,

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olugmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmas: sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,
yartlanma Omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen radikallerinin en
giicliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak tiyil radikalleri (RS¢), karbon merkezli organik radikaller (Re), organik peroksitler
(RCOO¢) gibi yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta biiylik hasara neden olur [73].

2.3.1.4. Singlet O2 (102)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarin1 degistirerek ayni
veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmig haldeki bu oksijene singlet oksijen denir. Reaktif
olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma ve delta diye
iki tipi vardir [71, 77].

Sigma formu cok enerjik oldugundan yar1 Omrii kisadir, hizlica bozunarak delta
formuna dontsiir [71].

Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P-450,
prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloproksidaz reaksiyonlariyla da olusabilmektedir.
Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5 difenilfuran, 1,4 diazbisikloalefan, singlet

oksijeni temizleme gorevi yaparlar. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve
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sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararh etkilere

sebep olur [77].
2.3.1.5. Hidroperoksil Radikali (HO2-)

Siiperoksit ve hidroperoksil relatif konsantrasyonlar1 ortamdaki H* konsantrasyonu
iizerine dayanir. Cesitli biyokimyasal ve inflamatuvar reaksiyonlar sonucu olusumu 6nemli
derecede artan siiperoksit, asidik ortamda daha reaktif bir radikal olan hidroperoksile ¢evrilir.
HO,- nin dismutasyon hiz1 yiiksek oldugu i¢cin HyO; olusumu da biiyiik oranda artar.

Hidroperoksil radikalinin lipitte eriyebilirligi siiperoksite gore daha fazladir ve daha
kuvvetli bir oksidandir. Ayrica hidroperoksil radikali asidik pH da siiperoksite gore 108 kat
daha hizli olarak H,0, ‘e doniisiir [78].

2.4. Karsinogenez ve Serbest Oksijen Radikalleri

Karsinogenez; hiicrelerde kimyasal, fiziksel, biyolojik ve genetik bir veya birden ¢ok
degisikligin birlesmesi ile ortaya ¢ikan bir zedelenme siirecidir. Timor olusumunu etkileyen
faktorlerin ¢ogu, hiicrede radikal liretimine neden olur. Bu faktorler, karsinogenezin baslama,
gelisme ve ilerleme asamalarinda da etkilerini gostererek tiimor olusumu ve gelisimini
indiiklerler. Bu konuda ¢esitli hayvan model ¢aligmalar1 yapilmistir, bunlar;

- Serbest oksijen radikali lireten bilesiklerin tlimor promotdrii oldugunu,

- Bu bilesiklerden bazilarinin tiimor promotorunun biyokimyasal fonksiyonunu taklit
edebildigini,

- Bazi promotorlarin serbest oksijen radikali iiretebildigini,

- Antioksidan mekanizmanin tiimor promotorlar: tarafindan diizenlendigini,

- Serbest oksijen radikali siipiiriiclilerinin, antioksidantlar ve detoksifikasyondan

sorumlu enzim ve molekiillerin tomariin ilerlemesini engelledigini géstermistir [79].
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Sekil 2.5. Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) kanser olusumu tizerine etkileri [14-15]
2.4.1. DEN ve 2-AAF’nin Aktif Oksijen Tiirlerini Ureterek Tiimér Gelisimine EtKisi

Dietilnitrozamin’in metabolitleri, DNA’ya bir ya da iki oksidasyon saglayan elektron

ile kovalent baglanarak tiimor promotorlerinin baglanmasina aracilik eder [80].

Tiimor promotoru bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif
oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bunun sonucunda siiperoksit ve
hidrojen peroksit birikimi gerceklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidant mekanizmanin
azalmasini ve yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu saglar. Bunun sonucunda

DNA’nin yapisinda kopma ve deoksiriboz par¢alanmasi ortaya ¢ikar.
2.5. Oksidatif Stres ve Karsinojenez

Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere saldirarak zarar
verir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin hiicreler bunlar1 nétralize eden
antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar
tarafindan noétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Boylece hiicre serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa,

yani yapimdan daha yavas notralize edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar. Serbest
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radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlari iizerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif

hasara) ‘oksidatif stres’ denir [81].

Serbest radikallerin lipitler ilizerindeki en Onemli etkileri lipit peroksidasyonunun
uyartlmasidir. Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve hiicre
membranlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir
olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali, lipit
peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir. Lipit peroksidasyonu ¢ok doymamis yag
asidi (LH) zincirindeki - a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslar ve
bdylece yag asidi zinciri bir radikal niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L.) dayaniksiz bir
bilesik olup bir dizi degisiklige ugrar.

[k énce , molekiil igi ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugat1 (DK) olusur.
Bu yag asidi radikali oksijen eklenmesiyle hizli bir sekilde peroksil radikaline (LOO-)
doniisiir. Bu lipit peroksil radikalleri membran yapisindaki diger cok doymamis yag asidi
molekiillerinden hidrojen atomlarini ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baslatir, kendileri de aciga
¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) dontisiir [82, 83].

Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine dontismesi ile lipit
peroksidasyon reaksiyonlar1 sona erer. Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu sonucu
transport sistemi etkilenir, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna baglh olarak proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre
hasarinda etkin bir rol oynar. Ayrica lipit peroksidasyonun son iriinii olan aldehitler de
sitotoksik etkilere sahiptir [82-84].

Serbest radikaller proteinler {izerinde dogrudan veya dolayli etki gosterebilir. Peptid
baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden oldukga kolay etkilenir.

Protein oksidasyonu , ozellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde
karbonil gruplarinin olusumu seklinde olur. Lipit peroksidasyonun aldehit yapidaki triinleri,
sisteinin siilfidril gruplar ile veya lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak
proteinlerde fragmentasyon ve c¢apraz baglanmalara yol agar. Bu olaylar proteinlerin yap1 ve

fonksiyonlarinin bozulmasiyla sonuglanir [82, 84-86].
2.5.1. DNA Hasar ve Serbest Radikaller

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin

giinde 10% kez oksidatif hasara maruz kaldig 6ne siiriilmiistiir [82].
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DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, cok diisiik diizeylerde hasar,
saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Yeni dogan siganlarda dahi oksidatif baz
modifikasyonunun (80OHdG) oldugu gosterilmistir [87].

ROM olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA
onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol agmaktadir
[88, 89].

Oksidatif hasara bagl olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasart meydana gelebilir
veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir.

Bu lezyonlardan bazilari fizyolojik kosullarda da olusabilmektedir. Ornegin piirin
kaybi ile apiirinik alanlarin olusmasi insan genomunda giin i¢inde 10 * kez meydana
gelebilmektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve
anti DNA antikorlar1 olusmaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz
hasarlar analizlenmistir. Cu®* iyonlar1 DNA’da G-C’den zengin bdlgelerde yliksek oranda
bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu nedenle en yaygin
olarak o6l¢iilen baz hasart SOHdG dir. SOHAG oksidatif DNA baz hasarinin bir “biyomarker”1
olarak kabul edilmektedir [88-90].
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Sekil 2.6. DNA hasar1 / DNA onarimi arasindaki dengenin 6nemi [91]
2.5.2. 8-Hidroksi deoksiGuanizin (8-OHdG)

2-Deoksiguanizin  (2-dG), DNA’min bilesenlerinden biridir ve oksijenle
yiikseltgendiginde 8-Hidroksi-2-deoksiguanizin’e (8-OHdG) déniisiir. (Sekil 2.7) ki bu madde
ROS’un DNA’da yaptig1 yaklasik 23 tane baz hasar iiriinlinden en onemlisi ve biyolojik
sistemlerdeki oksidatif DNA hasarinda mutajenitesi en iyi bilinenidir. 8-OHdG ilk defa 1984
yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olarak tespit

edilmistir [92].
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Sekil 2.7. 8 - hidroksi - 2’ — deoksiguanozin [92]

8-Hidroksiguanin (8-OHG)’in deoksiriboza baglanmis hali olan bir modifiye niikleosit
olup, ekzoniikleazlar olarak adlandirilan enzimlerin oksidatif hasara ugramis DNA’y1
onardiklarinda ekstrakte edilen bir baz modifikasyonudur. 8-OHdG normal oksidatif
metabolizma sirasinda liretilen ve reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan, DNA’da sekillenen
bir mutajendir [92].

Serbest oksijen radikal iiretiminin artmasina sebep olan tiim etkenler, 8-OHdG
olusumuna yani oksidatif DNA hasarina katkida bulunur. Oksijen radikali lireten ajanlar;
(sigara dumani, asbestos, x-1sinlar1, okside olmus doymamis yag asitleri), gama 1s1n1, sigara
dumanindaki polifenoller, paraquat, kainik asit, dietilbutilesterol, benzen, fecapenene,
furocoumarin hydroperoxide, H,O, + UV ve Ni bilesikleri gibi maddeler tarafindan,
deoksiguanozin’den (dG) 8-OHAG olusumu invitro olarak gosterilmistir. Ayrica kanserojen
maddelerin verilmesinden sonra hayvan dokularinda 8-OHdG diizeyinin arttigina dair bir ¢ok
arastirma mevcuttur. Metabolik aktiviteye bagli artan oksijen tiikketimi sonucu artmig OH
dretimi, viicut molekiillerinde oksidasyona neden olur. Dokularin oksijen tiikketimi ile 8-
OHAG bazal diizeyi arasinda dogrusal bir oran vardir. Oksidatif hasar {irlinii olarak kabul
edilen ‘Deoksiguanozin-Malondialdehit’in idrardaki miktar1 ile kg canli agirlik basina
tilkketilen oksijen miktar1 arasinda dogrusal bir iligki bulunmasi ve bobreklerde diger organlara
gore daha yiiksek diizeyde 8-OHdG tespit edilmis olmasi bu fikri desteklemektedir [92].

Loft adl1 bir arastirmaci tarafindan saglikli kisilerde yapilan bir ¢alismada, viicut kiitle
indeksi arttikca idrar 8-OHdG ekstraksiyon diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Erkeklerde
(%29 fazla) ve zayiflarda 8-OHdG ekstraksiyon oranin yiiksek ¢ikmasinin olasi nedeni olarak,

metobolizmaya bagli ROS iiretimindeki artis sorumlu tutulmustur [93].
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Yapilan arastirmalarin agirlikli olarak destekledigi baska bir nokta, yaslanma ile
oksidatif DNA hasar1 arasinda dogrusal bir iliski oldugudur. Yasa baglh olarak DNA’da 8-
OHAG birikiminin, mutasyon siklili§inin artmasinda, organ fonksiyonlarmin azalmasinda,
dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ve tiimor olugum ihtimalinin artmasinda en 6nemli

neden oldugu belirtilmistir [92].
2.6. Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteins: Hsp 70)

Ferruccio Ritossa 1962°de Drosophila melanogaster’in tiikiiriik salgisindan yiiksek
1stya bagli bir protein sentezlendigini gdzlemlemis, bu olayr deneysel ortamda tekrarladiginda
da elde ettigi bu proteinleri 1s1 sok proteini (Hsp) olarak isimlendirmistir [94].

Is1 sok yanit1 ise bu proteinlerin hizli gen ifadeleri ile karakterizedir. Bu proteinler
klasik olarak 1s1 stresine yanit olarak sentezlenirken ¢ok genis 1s1 harici faktorler ve
farmakolojik ajanlara kars1 da sentezlenirler. Bu yiizden stres proteini ve stres yanit1 terimleri
daha uygun olacaktir [95].

Bu proteinlerin molekiiler agirliklar1 7 ile 110 kDa arasindadir ve intraseliiler,
ekstraseliiler, plazma membram yerlesimli olabilirler. Intraseliiler yerlesimli olanlar, hemen
her hiicrenin sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek gibi kompartmanlarinda bulunur [96, 97].

Is1 sok proteinleri hiicre metabolizmasi kontroliinde anahtar rol oynarlar [98].

Hsp 90 hiicre siklusu ve mitogenezin diizenlenmesinde, Hsp 70 de apoptozda gorev
alir ve bunu da birka¢ anahtar proteinle etkilesime girerek gergeklestirir. Bu molekiiler
saperonlar, 1s1 soku boyunca protein kiimelenmesi ve katlanmalar1 durumunda gorev alirlar
[99].

Cok sayida proteinin agregasyonu 1s1 sok proteinleri aracilig ile engellenir. Hsp 27,70
ve 90’in etkisi ile denatiire proteinler taninir ve ardindan saperonlar yardimi ile tekrar
katlanmig hale getirilir [100].

Proteinlerin denatiirasyon ve agregasyonu apoptozu gii¢lii bir sekilde tetikler. Hsp’nin
apoptozu engelleyici Ozellikleri ile gii¢lii antiapoptotik Ozellik gelistirirler ve bdylece
proteinlerin onarilmasi i¢in zaman aralig1 saglanmis olur [101].

Hsp ’nin protein katlanmasindaki gorevleri ve hiicre koruyucu o6zellikleri, malign
progresyon boyunca timor hiicrelerinin korunmasi ve yasamini devam ettirmesinde biiyiik rol

oynamaktadir [102].
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2.6.1. Kanserde Is1 Sok Proteinlerinin Rolii

Timor gelisimi bir dizi molekiiler ve morfolojik degisiklikleri igerir. Hanahan ve

Weinberg hiicre fizyolojisindeki degisiklikleri 6 grupta 6zetlemislerdir [103].

1-Biiyiimede kendi kendine yeterlilik
2-Biiylime inhibisyonuna duyarsizlik
3-Programli hiicre 6liimiinden kurtulma
4-Simirsiz replikatif potansiyel
5-Devam eden anjiogenez

6-Doku inazyonu ve metastaz

Is1 sok proteini ekspresyonundaki artiglar sadece bu tiimor gelisim asamalarinda degil,
ilaca direngli fenotip gelisiminde de rol oynar. Hsp’leri kanser gelisimindeki etkilerini
yaslanma ve apoptoz gibi anti kanser mekanizmalarinin baskilanmasina neden olmalarina
ilaveten, immun sistem yoluyla tiimor rejeksiyonunun arttirilmasi ve metastatik genlerin
ekspresyonlarinin hizlandirilmas: gibi mekanizmalarla da saglamaktadir. Diger yandan

membran aracilt Hsp ve ekstraselliiler Hsp kanser immiinterapisinde kullanilir [104].

Kanserde Hsp genlerinin artmis transkripsiyonu birka¢ mekanizma ile agiklanabilir.
Normal hiicrelerde Hsp regiilasyonu icin temel mekanizma; timor supresér pS3 ve bununla
iliskili p63 proteinini icerir. Bu proteinler, Hsp geninin protomer bdlgelerinde bulunan NF-Y
transkripsiyon faktoriine baglanarak Hsp genlerinin transkripsiyonunu baskilar.[105, 106] p53
mutasyonu, transformasyon boyunca genetik degisiklige neden olur. Bu degisiklikler
Hsp70’in artmig transkripsiyonuna neden olur [107, 108].

Tiimdr hiicrelerindeki Hsp’lerinin indiiksiyonu, p53 protein ailesinin tiimdr baskilayici
ozelliginin tersine g¢evrilmesine ilave olarak Hsp yolaginin sinyal elemanlart araciligi ile
transkripsiyonu arttirici etkiye sahiptir [109].

Hsp yaniti boyunca biitliin Hsp genlerinin protomer bolgesinde bulunan 1s1 sok
elementi (HSE) ile 1s1 sok faktorii 1’in (Hsfl) etkilesimi Hsp gen ifadesinin artigina neden
olur [110-112].

Birkag hiicre tiiriinde Hsp70’in fazla iiretilmesi ile ilgili ¢aligmalar, tiimor gelisimine

dogru giden hiicrelerde Hsp70’in arttig1 fikrini desteklemektedir [113].

20



Insan meme kanseri MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde Hsp70’in asir1 ekpresyonunun G0/G1
fazinin kisalmasi ile hiicre gogalmasinin hizlanmasina neden oldugu bildirilmektedir [113].
Bu etki, Hsp 70’in fazla {iretimi ile hiicre siklus regiilatorii olan D1 siklinin

stabilizasyonunun saglanmasina bagli olabilir [114].
2.6.2. Kanser Tedavisinde Is1 Sok Proteinleri

Baslangigta Hsp’lerinin  kanser tedavisi i¢in hedef alinmasi pek miimkiin
gorinmiiyordu. Yakin zamanlarda Hsp90’mm ATPaz domaininin antikanser tedevisinde
kullanilan oldukga etkili ve essiz bir hedef oldugu tesbit edildi [115].

Hsp 90’1 hedef alan ilaglarin hem normal hem de kanser hiicrelerine saldirmasi
beklenirken, ozellikle kanser hiicrelerini etkiledigi goriildii. Hsp 90 inhibitorii 17AAG de
selektif olarak kanser hiicrelerini inhibe ediyordu [116].

Ilging bir sekilde bu antikanser ilaglar normal hiicreleri koruyucu 6zellik gosteriyordu
[117].

Is1 sok protein 90’1 hedef alan inhibitor ilaglar, onkogenler ve kanserden iiretilen
mutant proteinlerin gen ifadesinin artmasina neden olurlar. Bu inhibitdrler kanserin 6zgiin
proteinlerini hedef almalar1 ve kanserin otonom biiyiimesini inhibe etmesi dolayisi ile kanser
tedavisinde iimit verici goziikkmektedirler [118-120].

Bu ilaclara karsi muhtemel yan etki direncli vakalarin ortaya ¢ikmasi ile meydana gelir

[121].
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Sekil 2.8. Is1 sok proteinlerinin kanser tedavisindeki rolii [95]

Kanserde Hsp’lerinin artmasi, bunlarin biyolojik adjuvan 6zelliginden dolay1 kanser
immunterapisinde kullanilmasina olanak saglamistir [122].

Ornegin Hsp70 ve 110 tiimdr antijenleri ile iliskili olup, kolayca ekstrakte edilerek
otolog as1 olarak kullanilabilir [123, 124].

Hsp’leri kanser hiicrelerinde nekrotik mekanizmalar araciligi ile yikima ugratilirken
uzak bolgedeki hiicreler, primer hiicreden salinan Hsp’lerinin artmasina bagl olarak spesifik

immun yanit tarafindan yikima ugratilirlar [125].
2.7. OCTREOTIDE

Farmakolojik olarak dogal somatostatin taklit eden bir oktapeptid olup kimyaci

Wilfried Bauer tarafindan 1979 yilinda ilk kez sentezlenmistir.

Octreotide, bir sandostatin analogu olup, tiim biiyiime faktorlerini inhibe etmektedir.
Yapilan ¢alismalarda akut pankreatit, karsinoid tiimor, VIPoma, Zollinger-Ellison sendromu,
glukagonoma, AIDS’e bagli diyare ve akromegali tedavisinde basarili bir sekilde

kullanilmaktadir [126-132].
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Octreotide’nin son zamanlarda bazi klinik ¢aligsmalarda ve cesitli deneysel modellerde

antioksidan ozellikleri de bildirilmistir [133-135].

NH -

o

NH
= H

I/\I-I/N

s o H

P e SR

Sekil 2.9. Octreotidenin kimyasal yap1 gosterimi [136]

23



3. ANTIOKSIDANLAR
3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yollarin isleyisleri sirasinda siirekli
olusan ve endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan etkisizlestirilen
maddelerdir. Oksidan molekiiller belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin yabanci
maddelere ve infeksiyon ajanlarina karst onemli savunma molekiilleridir. Ancak belirli
diizeyin lizerinde olustuklarinda veya antioksidan sistemin yetersizliginde serbest radikal
molekiilleri, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve
enzimleri bozarak zararl etkilere yol agarlar [137].

Hiicrede olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu o6zellikle daha ¢ok enzimatik
mekanizmalarla gergeklesir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kismin1 O, radikalini ve
H,0; temizleyen 6zel enzimler olusturur. Bunlar radikal siipiiriicii olarak adlandirilan SOD,

CAT ve glutatyon peroksidaz enzimleridir [138].
3.1.1. Antioksidan etki tipleri

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipitlerin peroksidasyona
karsi1 korunmasi olmustur. Bunun sonucunda antioksidanlar basta lipit peroksidasyonunu
engelleyen molekiiller olarak tanimlanmiglardir. Giiniimiizde ise antioksidanlarin tanimi
lipitlerin yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri
koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir [74, 139].

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler:

1) Toplayici etki: Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif
yeni molekiile ¢evirme seklindedir. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

2) Bastirict etki: Reaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme seklindedir. Vitaminler, flavanoidler bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kiric1 etki: Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki
gosterirler.

4) Onarict etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklindedir.
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3.1.1.1.Dogal Antioksidanlar (Endojen)

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Eksojen
antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak iizere siniflandirilabilirler.

Endojen antioksidanlar ise enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir [72, 81, 140]

1) Siiperoksit dismutaz (SOD),

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST),

4) Katalaz (CAT),

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir [72, 81, 140]
1) Melatonin

2) Seruloplazmin

3) Transferin

4) Miyoglobin

5) Hemoglobin

6) Ferritin

7) Bilirubin

8) Glutatyon

9) Sistein

10) Metiyonin

11) Urat

12) Laktoferrin

13) Alblimin

3.1.1.2. Eksojen Antioksidanlar
ilag: olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir [72, 81, 140]

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
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2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium)
3) Rekombinant siiperoksit dismutaz

4) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)
5) Trolox-C (vitamin E analogu)
6) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
7) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
8) Notrofil adezyon inhibitorleri
9) Sitokinler (TNF ve IL-1)
10) Demir selatorleri

11) Barbitiiratlar
3.1.2. Enzimatik Antioksidanlar
3.1.2.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, Oksijeni metabolize eden biitlin hiicrelerde bulunur, siiperoksidin
H,0O, dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD siiperoksit serbest radikalinin

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii asagidaki reaksiyonla katalizleyen
antioksidan enzimdir [141, 142].

20,7+ 2H" — H,0,+0;

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gerceklesir. SOD,
O 'radikalini metabolize eder ve daha zararli olan hidroksil radikalinin olusumunu engeller.

O 'radikalini H,0,’ye ve molekiiler O;’ye doniistiiriir. Tepkime iriinii olan H,0;
tarafindan inhibisyona ugrar [143].

SOD enzimi metalloprotein yapisindadir. Hiicrelerde farkli sekillerde bulunmaktadir.

Bunlar:
SOD-1:Cu-Zn SOD, stoplazmada bulunur.
SOD-2:Mn-SOD, mitokondride bulunur.
SOD-3 :Fe-SOD, Bazi bakterilerde rastlanmustir.
SOD-4 : Ni-SOD, Bazi1 bakteri tiirlerinde bulunur.
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Insanlarda ise SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD; plazma,
lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak iizere 3 formda bulunur [141].
SOD, Os'molekiilleri ile spontan olarak dismutasyona ugrayabilir. Sulu ortamda
kendiliginden ve hizli bir sekilde dismutasyona ugrayarak O, ve H,O; olusturur. SOD varligi
dismutasyon hizim1 10* kat artirir. Boylece O, 'radikalinin potansiyel substratla reaksiyona
girmesi ve OH" gibi daha toksik iriinlerin olusmasi SOD tarafindan Onlenmis olur.
Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO,'nin arttigi durumlarda SOD enzim aktivitesi
artmaktadir.

Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonlari ile ¢ok daha
reaktif olan OH" radikali olusturabilir. Olusan H,O;'e karsi ikinci savunma CAT ve GPx

enzimleriyle saglanir [137].
3.1.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayan, serbest radikallerin
hiicre icinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu 6nleyen en 6nemli
endojen mekanizmalardandir. Intraselliiler glutatyon olarak bulunan en giiclii thiol bilesigidir.
GPx enzimi, glutatyondan ayirarak H,O,’yi suya doniistiiriir, selenyuma bagli sitoplazmik bir

enzimdir, H,O,'yi detoksifiye ederek su ve okside glutatyona doniistiiriir [144].

H.,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Glutatyon peroksidaz' in antioksidan aktivitesini gostermesi, hiicre iginde yeterli
konsantrasyonda glutatyon rediiktaz, GSH ve nikotinamid adenindiniikleotid bulunmasina
baglidir [144].

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Ayrica Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir enzim

monomerik yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O
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Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz membrana bagli en 6nemli antioksidan
olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona kars1 korur. GSH-Px"in fagositik
hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum
patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar

gbrmesini Onler [72].
3.1.2.3. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda 4 tane ayni yapida (tetramerik yapida) hem grubu bulunan
bir hemoproteindir. Gorevi hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz
aktivitesine sahip olusuna ek olarak, katalaz enzimi bir molekiil hidrojen peroksidi elektron
verici bir substrat olarak, digerini ise oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir [72,
145].

CAT

2H-,0; —— 2H,0 + O,

Katalaz enzimi peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Katalaz 6nemli bir aktivite olarak
diistik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumlarda ya da ortamda yiiksek miktarda

elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile hidrojen peroksidi suya doniistiiriir.

H,O,+AH, — 2H,0 + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise asagidaki katalitik

tepkimeyle H,O; yi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmis olur [142].

H,05+H,0, — 2H50 + O,

28



4. GEREC VE YONTEM
4.1. GEREC

4.1.1. Deney Gruplar

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulu onay1
almarak Tibbi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Laboratuarinda gergeklestirildi. Deneylerde kullanilan toplam 64 adet disi Sprague-dawley
cinsi sigan KSU Tip Fakiiltesi Deney hayvanlari barinagindan alindi. Sicanlar 200 + 50 gram
agirhiginda 4-5ayliktir. Sicanlar 21 + 1° C oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
periyodunda tutularak standart rat yemi ve su verilerek beslendi. Bir hafta adaptasyon siiresi
beklendikten sonra baglangic agirliklart kaydedilmistir ve deneye baglanmistir. Deney
sonunda tekrar agirliklart kaydedilmis ve siganlar sakrifiye edilerek karaciger dokulari

alinmustir.
4.1.2. Kullanilan Kimyasallar

-2-AAF (Sigma)

- Octreotide (Sigma)

- DMSO (Sigma)

- DEN (Sigma)

-% 30 H,0, (Merck)

-HCI (merck)

-Formaldehit (HCHO-Merck)
-Metanol (CH40)

- Na,CO3 (Sigma)

-NaOH (Sigma)

- Na-K Tartarat (Sigma)

- Folin Cioacalteu (Sigma)

- Sodyum Dodesil Siilfat (SDS-Sigma)
- %20’1ik  Asetik Asit (Merck)
- Tiyobarbitiirik Asit (Sigma)

- Biitanol (Sigma)
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- Piridin (Sigma)

- Tris-Baz (Sigma)
- Tris-HCI (Sigma)

- Na; EDTA (Merck)
- Ksantin (Sigma)

- CAPS (Sigma)
-CuSQ, (Sigma)

4.1.3. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

-Cam Kalemi

-Enjektor

-Fotograf makinesi (Canon)

-Hassas Terazi (Shimadzu)

-Hayvan Kafesi

-Homojenizator diizenegi (Art Miccra D-8)
-Kronometre (Clip)

-Lam

-Lamel

-Manyetik Karistirict (IKA labortechnik)
-Meziir (25ml1,50 ml,100 m1,250 ml,500 ml)
-Mikroskop

-Operasyon Takimi

-Otomatik pipet (Gilson)

-Pastor pipeti (Isolab)

-Pipet uglar1 (1000 ve 100)

-Sogutmali santrifiij (Eppendorf)
-Spektrofotometre(Shimadzu UV-1601)
-Su Banyosu (Memmert)

-Vorteks (Velp)

-Buzdolabi (Argelik)

-Buz Makinesi ( BF85-A UK)

-Distile Su (Millipore )

-pH metre (Mettler Toledo)

- Mikro Elisa (Chemwell 2910)
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4.2. YONTEM

4.2.1. Doz ve deney gruplari

Cizelge 4.1. Doz ve deney gruplari

Gruplar N Birinci doz ve rutin uygulamalar Ikinci uygulamalar
Grup 1:Kontrol -
Su+Yem
Grup 2 : Zeytinyagi 8 Su+ Yem Deney sonuna kadar haftada 3
kez 0,1 ml/kg gavaj uygulandi.
Grup 3: DMSO 8 Su+ Yem Deney sonuna kadar haftada 3
kez 0,1 ml/kg i.p uyguland.
Grup4: OCT 8 0,1 ml DMSO da ¢ozinmiis 300
pglkg OCT ip olarak 1 kez
uygulandi.
Grup 5: DEN 8 DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO’da
¢ozlindiiriilerek 1 kez uygulandi.
Su+Yem
Grup 6 : 2-AAF 8 Su+ Yem Deneyin baglamasindan sonra 7.
8. ve 9.glinde 20 mg 2-AAF /kg
oraninda DMSO’da
¢oziindiiriilerek 0.1 ml z.yag
icinde gavajla verildi
Grup 7: DEN+AAF 8 DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO’da | Deneyin baslamasindan sonra 7.

¢oziindiiriilerek 1 kez uygulandi.

Su + Yem

8. ve 9.giinde 20 mg 2-AAF /kg
oraninda DMSO’da
¢ozlindiiriilerek 0.1 ml z.yag

icinde gavajla verildi

Grup8:DEN+AAF+OCT | 8

DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO’da
¢ozlindiiriilerek 1 kez uygulandi.
Su+Yem

Deneyin baslamasindan sonra 7.

8. ve 9.giinde 20 mg/kg 2-AAF
oraninda DMSO’da
¢ozlindiiriilerek 0.1 ml z.yag
icinde gavajla verildi. 0,1 ml
DMSO da ¢oziinmiis 300 ug
OCT DMSO da ¢oziindiiriilerek
16.23.ve 30.giinde i.p olarak

verildi
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Sekil 4.2. 5.Grup (DEN) makroskobik goriintimii
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Sekil 4.3. 7.grup (DEN+ 2-AAF ) makroskobik goriiniimii

4.3. Karaciger doku drneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Alinan karaciger dokularinin bir kismi1 Histopatolojik inceleme i¢in % 0.9 NaCl ile
yikanan karaciger ornekleri % 10’luk tamponlanmis formalin ¢ozeltisinde 3 giin siire ile fikse
edildi, rutin doku takibinden gecirilen materyallerden hazirlanan parafin bloklardan elde
edilen 5 p kalinligindaki kesitler hematoksilen eosin (H&E) boyasi ile boyandi ve 1sik

mikroskobunda incelendi.

Biyokimyasal parametreler i¢in ayrilan karaciger dokular1 -20 °C homojenize edilecek
gline kadar muhafaza edildi. Homojenize edilecegi giin erimeye birakildi.Daha sonra eriyen
ve ¢aligmaya hazir olan doku 6rnekleri sogukluklari muhafaza edilerek teker teker tartildi ve
cam tiiplere konuldu. Dokularin homojenize islemine gegmeden 6nce dokulara 0,5 gr 10
hacim (hacim/agirlik) %1,15 M KCI ¢oziinme saglamak amaciyla eklendi. Dokular 16.000
devir/dakika hizda 3 dk boyunca homojenize edildi. Enzim aktive kaybini1 6nlemek amaciyla
ornekler buz dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar 4.000x rpm’de +4 °C ‘de 60
dakika soguk santrifiij edilerek siipernatantlar alind1 ve ependorf tiiplere ayrildi bu ayrilan
stipernatantlardan protein ve MDA, NO diizeyleri ile SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktive
Olgtimleri yapildi.

Bununla beraber 8-OH dG ve Hsp 70 i¢in galisilan doku ornekleri homojenize
islemine gegmeden 6nce dokulara 0,5 gr 10 hacim (hacim/agirlik) (0,1 N pH=7.2-7,4 ) fosfat
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tamponuyla ¢oziinme saglamak amaciyla eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk
boyunca homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar 4.000x rpm’de +4 °C ‘de 60 dakika
soguk santrifiij edilerek siipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere ayrildi bu ayrilan

stipernatantlardan 8-OH dG ve Hsp 70 diizeyleri tayin edildi.
4.4. Karaciger Dokusunda Protein Diizeyinin Tayini

Bu metot proteinlerin icerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik —
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750 nm’deki

absorbans Ol¢limiine dayanir.
4.5.1. Ayiraglar

1. A ¢ozeltisi:

%2 Na,CO3 2 g hazirlanir

0,1 N NaOH ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B; ve B, ¢ozeltilerinden olusur.

a) B1 Cozeltisi:

% 1 CuSO45H,0 lg hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

b) B2 Cozeltisi:

%2 Na-K tartarat 2g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanur.
3. C Cozeltisi(Gilinliik hazirlanir)

50 ml A +1mlB (0,5ml B;+0,5 ml B;) karistirilir.

4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir .
4.5.2. Standart Egrinin cizimi

Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
alinip 100 ml ‘ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/ml konsatrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug/ml’ lik konsatrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-absorbans egrisi

¢izilir ve her numune 6l¢limiinde standart egri tekrarlanir (sekil 19)
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Cizelge 4.2. Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanigi

Tiip no Kor 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (pg/ml) 0 30 60 90 120 150

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karst okunur.

0,1 -
0,08 -+
0,06
0,04 -

0,02 +

4] 30 60 90 120 150

Konsatrasyon (ug/ ml)

Sekil 4.4. Protein standart egrisi

Doku Ornek Cahismasi

Karaciger dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak igin,
stipernatant 1: 50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun

i¢in li¢ tiip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur.
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Cizelge 4.3. Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Siipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1s1sinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.

Hesaplanmasi

Doku orneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir.

4.6. Karaciger Dokusunda MDA Diizeyinin Tayini

Aecrobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C°de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’ ’nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA

konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir .

4.6.1.Ayrraglar

1. SDS %8,1°1ik

Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)

2. Asetik Asit %20’lik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit(TBA) %0.8 lik

4. N-Butanol/Piridin Cozeltisi (14/1)(v/v)
5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk =0.99 g/ml)
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4.6.2.Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak giinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml
konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir. Ayraclar tliplere asagida belirtildigi sekilde

ilave edilirler.

Cizelge 4.4. MDA standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Tiip No. 00 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon(nmol/ml) 100 80 60 40 20 10
Standart(ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 15
TBA(mMI) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

Vorteksle karigtirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Vorteksle karistirilir.4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, lstteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. MDA (Malondialdehit) standart egrisi grafigi

Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in 6rnek ¢alismasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tlipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrintili bilgi Cizelge 6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Doku 6rneginde MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Ornek Standart Kor

Homojenat(Ornek) | 0.1 ml - -

Standart - 0.1ml -

%8.1 SDS 0.2ml 0.2ml 0.2ml
%20 Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5ml
%0.8 TBA (sulu) 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml

Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su (ml) 1mi 1ml 1ml

N-Butanol/Piridin 5ml 5 ml 5ml

(v:v 15/1 oraninda)
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Tipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santriftij edilir, iistteki organik kisim(iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.
4.6.3. Hesaplanmasi

nmol/ml olarak 6lgiilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)-MDA Degeri (nmol/ml)/Protein (mg/ml)
4.7. Karaciger Dokusunda SOD Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta
olusan kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, buaradaki farkin

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6l¢iiliir [146].

4.7.1. Ayiraglar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH: 10.2)

50.00 mM CAPS 1.1065 gr
0.94 mM EDTA 0,035 gr
Doymus NaOH 11.1 pl

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
2. Substrat Karigimi

0.05 mM Ksantin 0,00076 gr

INT 0,00060 gr

Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanur.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz

50 U Ksantin oksidaz 3.04 pl

Saf su ile 1 ml’ye tamamlanur.
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4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
Na,PO4 54.91 mg
NaH,PO, 3.58 mg

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.

5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD iceren Ransod kitinin standardidur.
4.7.2. Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak hazirlanmis
SOD standardr 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Cizelge 4.6’deki gibi hazirlanir. 2-8 °C ‘de
saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.

Cizelge 4.6. SOD standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi | (U/ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5ml S5 5ml 1.4

S3 5ml S4 5ml 0.7

S2 3ml S3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, bobrek doku hiicrelerinden
hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M
fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre 6rnek) oraninda sulandirilir ve

aktivite tayini yapulir.
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Cizelge 4.7. Doku 6rneginde SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanigi

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin
ve standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangi¢c absorbanslari (A;)
okunur. Ayni anda kronometre c¢alistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A) tekrar

okunur.
4.7.3. Hesaplama

Caligma korii SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢cin % inhibisyon degeri bunlara ait

caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

AA/dak. standart = A,-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100 - AA/dak. standart x 100

A A galigma korii

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logoritmik
doniistim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir.
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Sekil 4.6. SOD standart egrisi

Ornek Calismasi

Cizelge 4.8. Doku 6rneginde SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiiplerin hazirlanis

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya
kars1 baslangi¢ absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

Hesaplama:
AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A galisma kori

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U/mg protein birimi olarak

verilmistir.
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SOD spesifik aktivitesi(U/mg protein) = SOD aktivitesi (U/ml)

Protein (mg/ml)
4.8. Karaciger Dokusunda GSH-Px Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivitesi silipernatantta Beutler yontemiyle saptanmustir.
Asagida verilen reaktifler tabloda (Cizelge 4.9) gosterilen oranlarda tiiplere konulur ve tiipler

37°C ‘de 10 dakika inkibasyona birakilir [147].

Kullanilan Reaktifler
1. 1M Tris-HCI (8.8 gr), 5 mM EDTA Tamponu (0.1861gr) (pH:8)
2. 0.1 M GSH (Glutatyon) 1,537 gr tartilir distile

suyla 50 ml’ye tamamlanir.
3. 10 U/ml GR (glutatyon rediiktaz) (giinliik hazirlanir) 50ul -1ml distile suda
4. 2mM NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) 0.1666 gr 100 ml’ye

tamamlanir.

5. 7mM t-butil hidroperoksit (giinliik hazirlanir)

Cizelge 4.9. Doku 6rneginde GSH-Px tayini igin deney tiiplerinin hazirlanist

Reaktifler Ornek(ml)

1M Tris-EDTA 0,1 (100 pl)

Glutatyon 0,02 (20 pul)

Glutatyon rediiktaz 0,1

NADPH 0,1

Ornek (homojenat veya hemolizat) 0,01 (10 ul)

Distile su 0,66 (660 ul)

37°C’ de 10 dakika inkiibasyon yapilir.

t-biitilhidroperoksit 0,01

Kinetik olarak 340 nm‘de 2,5 dakika, optik dansite’deki azalis kaydedilir.

Inkiibasyon sonrasi ornekler lcm kuvars kiivete konur iizerine 10 pl 7 mM t-

biitilhidroperoksit konulduktan sonra okuma baglatilir. Bu tepkime, 37 °C’de enzim tarafindan
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oksitlenen 1 pmol NADPH’ 1in 340 nm dalga boyunda 151k yolu 1 cm olan kuvars kiivetlerde
optik dansitedeki azalis1 kinetik olarak 2,5 dakika siireyle okunur [147].

Hesaplama
GSH-Px Aktivitesi (U/ml) = AOD x V7 (1.0 ml)
6.22x V4 (0,01 ml)

AOD : Dakikadaki optik dansite degisimi (O.D farki)
V4 : Ornek hacmi
V1 : Toplam hacmi

6,22 : 2mM NADPH yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden &lgiilen GSH-Px aktivitesi Ornekte saptanan protein degerine

béliinerek enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = GSH-Px Degeri (U/mq)

Protein (mg/ml)
4.9. Karaciger Dokusunda CAT Aktivite Tayini

Katalaz, H,O,’ nin yikimimi katalize eder. H,O,’ nin CAT tarafindan yikim hizi,
H,02’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
Olgtilebilir [147].

Ayrraclar
1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0

Tris-Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8.787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K,HPO, 6.723 gr
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KH2PO, 8.344 gr

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

10 mM H;0, %30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 ml saf suyla tamamlanur.

Etanol (%95°1ik)

Yontem

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatani 1: 50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karistirillir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan o©nce, giinliik olarak hazirlanan 10 mM H0,
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in
fosfat tamponu 1: 10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken 1ml’lik kiivete
900 ul saf su 100 pul fosfat tamponu koyulur karigtirilir ve bu karisimim 900 pl” 230 nm’de
fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete hazirladigimiz 10 mM
‘lik peroksitten (H,O2) 100 pul koyulur ve tekrar okuma yapilir absorbans degeri OD, olarak
kaydedilir. OD,-OD;= 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan sonra hazirlanan peroksidin

konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida gosterildigi gibi baslanir.

Cizelge 4.10. Doku 6rneginde CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor (ul) Numune (ul)
1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0 | 50 50
10 mM H,0, - 900
Saf su 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandiriimis) 20 20

Tiipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1:5 0 oraninda diliie

ettigimiz 6rnekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik okuma

yapilir. Her numune teker teker galisilarak kaydedilir [147].
Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml)= AOD x V7 (1.0 ml)
0.071 x V4 (0.02 ml)

45




AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

VH: Ornek hacmi

VT: Toplam hacim

0.071: 10mM H,0; yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi drnekte saptanan protein degerine boliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT Degeri (U/ml)

Protein (mg/ml)
4.10 Karaciger Dokusunda NO Diizeyinin Tayini

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlenir. Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu
ile degerlendirilir. pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri
deproteinize numune siipernatant1 ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu
saglanir. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene diamin (NNDA)
diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmasi ile belirlenir. Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk
konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktari belirlenir.

Kadmiyum graniilleri (Cd)

pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu

Stilfanilamid

N-Naphthylethylene diamine

5mmol/L CuSO4 (0,79 gr tartilir, deiyonize su ile 11t” ye tamamlanir )

0,1 mol/L H,SO4

Standart soliisyonu (0.1 mol/L NaNO2)

10 mmol/L NayB4O7 (2,01 gr tartilir , deiyonize su ile 1 1t’ye tamamlanir.)

75 mmol/L ZnS0O4 (12,10 gr tartilir deiyonize su ile 11t’ye tamamlanir.)

55 mmol/L NaOH (2,2 gr tartilir deiyonize su ile 1 It’ye tamamlanir)
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Cizelge 4.11. Doku 6rneginde NO tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

Kor (ml)

Ornek (ml)

Ornek

500 ul

ZnSO4

2mi

2 ml

Tyice Karistirilir

NaOH

1.250 ml

1.250 ml

Kargtirthir.  3500xg“de 10
dakika  santrifijj edilir.
Stipernatan numune olarak

kullanilir.

Deiyonize su

2 ml

2 ml

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak
20 cc kapakli plastik tiiplere
dagitilir. Graniiller deiyonize
su ile yikanir. 1-2 dakika
CuSO4 soliisyonu iginde
bekletilir ve sollisyon
dokiiliir.  Graniiller glisin
tamponu  ile  yikanarak
deneyde kullanilir. 90 dakika

oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Deiyonize su

3ml

2.5 ml

stulfanilamid

1ml

1ml

NNDA

1ml

1ml

1 saat oda 1sisinda inkiibe

edilir.

Organik kisim alinip, 545 nm®“de kore kars1 okunur.
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Sekil 4.7. NO standart egrisi ¢alismast

Hesaplama: pmol/mg olarak 6lgiillen NO diizeyi pmol/mg protein olarak verilmistir.

NO Diizeyi (umol/mg protein)-NO Degeri (umol/mg)/Protein (mg/ml)
4.11. 8-OH dG OLCUMU

Awareness Tecnology firmasina ait Chemwell marka 2910 model Eia & Biochemistry
cihazinda 96 testlik sunredbio marka Katalog no ;201-11-0032 eliza kit adapte edilerek
calisiimustir.

4.12. Hsp 70

Awareness Tecnology firmasina ait Chemwell marka 2910 model Eia & Biochemistry
cihazinda 96 testlik sunredbio marka Katalog no ;201-11-0523 eliza kit adapte edilerek
calisiimustir.

4.13. ISTATISTIK

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi ve istatistik degerlendirmeler igin gruplar
arasindaki karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirilmalarin
degerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U testi kullanildi, p <0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Calismaya her grupta 8 rat olmak tizere 64 disi Wistar- albino tiirii rat dahil edilmistir.

Grup 1 kontrol grubu olarak diizenlenmistir. Grup 2 deki ratlara gavajla sadece 0,1 ml
zeytinyag1 verilmistir. Grup 3 deki ratlara 0,1ml DMSO i.p verilmistir. Grup 4 deki ratlara
DMSO da ¢oziinmiis 300 ug OCT i.p olarak verilmistir. Grup 5 teki ratlara DMSO da
¢oziinmiis 175 mg/kg i.p olarak DEN verilmistir. Grup 6 daki ratlara 7 giin sutyem
verildikten sonra 8.9.10 giinde DMSO da ¢6ziinmiis 20mg/kg oraninda 0,1 ml 2-AAF gavajla
zeytinyagl yardimiyla verilmistir. Grup 7 deki ratlara deney baslangicinda DMSO da
¢oziinmiis 175 mg/kg DEN 1i.p olarak verilmistir. DEN uygulamasindan 1 hafta sonra deneyin
8.9.10 giiniinde DMSO da ¢oziinmiis 20mg/kg oraninda 2-AAF zeytinyagi yardimiyla 0,1 ml
gavajla verilmistir.Grup 8 deki ratlara deney baslangicinda DMSO da ¢6ziinmiis 175mg/kg
DEN i.p olarak verilmis olup DEN uygulanmasindan bir hafta sonra 8.9.10 giiniinde DMSO
da ¢oziinmiis 20 mg/kg 2-AAF zeytinyagi yardimiyla 0,1 ml gavajla verilmistir.Deneyin
16.23.30 giiniinde DMSO da ¢6ziinmiis 300 pg /kg OCT verilmistir.

5.1.1 SicanlarinViicut Agirhklar:

Cizelge 5.1. Siganlarin viicut agirlik ortalama ve sapma degerleri

N Deney Oncesi Viicut Deney sonrasi viicut

agirhik agirhik

Ort+ SD (gr) Ort + SD(gr)
Grup 1 8 2158+ 11,6 2215+ 12,4
Grup 2 8 221 +183 2247 £ 19,11
Grup 3 8 238 +24,7 246,1 +26,9
Grup 4 8 212 +17,7 218,0+ 18,4
Grup 5* 8 248 +23,5 2470+ 25,4
Grup 6 8 216 +20,3 217,0+22,9
Grup 7* 8 197,8 £ 22,1 195,8 £22,1
Grup 8 8 217,0 £ 20,6 218,2 +20,9
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8

m Deney Oncesi vicut agirhg m Deney sonrasi viicut agirligi

Sekil 5.1. Sicanlarin deney Oncesi ve sonrasi viicut agirliklarr gdsterimi

*Deney sonunda 5. Ve 7. grubun viicut agirliklarinda azalis saptandi.

5.1.2. Deney sonrasi siganlarin karaciger agirlik ortalamasi

Cizelge 5.2. Deney sonrasi karaciger agirlik ortalama ve standart sapma degerleri

N Deney sonrasi
karaciger agirhik
Ort + SD(gr)
Grup 1 8 6,8+0,4
Grup 2 8 6,7 +0,9
Grup 3 8 6,8+0,8
Grup 4 8 6,2+0,17
Grup 5 8 7,1+0,7
Grup 6 8 6,75+ 0,6
Grup 7 8 6,85+ 0,7
Grup 8 8 6,3+0,7
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5.1.3. Deney sonrasi Sigcanlarin Hepato/ Somato indeksi istatiksel sonuglari

Cizelge 5.3. Tiim gruplarda Hepato/ Somatik indeksi

N Hepato/Somato
indeksleri
Oort+SD

Grup 1 8 0,030 +0,0032
Grup 2 8 0,030 + 0,0034
Grup 3 8 0,028 + 0,005
Grup 4 8 0,029 + 0,0027
Grup5 8 0,029 + 0,0040
Grup 6 8 0,032 +0,0049
Grup7 8 0,0351 + 0,006
Grup 8 8 0,029 + 0,005

Sican karaciger agirliklarinin viicut agirhigina boliinmesi ile hepato/somato indeks elde
edilmektedir.
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5.2.1. Karaciger Dokusunda SOD aktivitesi

Cizelge 5.4. Tim gruplarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi

N

SOD U/mgprotein

Ort £ SD  (min - max)
Grup 1 * 8 246+06 (1,2-34)
Grup2 ¥ 8 278+0,8 (1,7-4.2)
Grup 3T 8 2,81+0,81 (2,0-4,2)
Grup 4 !l 8 442+24 (1,1-82)
Grup 5 8 4,16+ 1,56 (2,1-6,2)
Grup 6 8 548+248 (2,4-6,2)
Grup 7 8 3,81+091 (2,0 -4,9)
Grup 8 8 421+1,32 (2,5-6,2)

*Kontrol grubuyla ile 6.grup ve 7.grup arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlaml
farliliklar saptandi. p= 0,005, p=0,012 (p<0,05)

¥ 2.grup ile 6.grup arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi.
p=0,003 (p<0,05)

J"'= 3.grup ile 6.grup arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi .
p=0,027 (p<0,05)

[]4.grup ile 7. ve 8.grup arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.
p=0,095, p=1,00 (p>0,05)
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Sekil 5.2. Gruplarin SOD degerlerinin grafiksel gosterimi
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5.2.2 Karaciger dokusunda CAT aktivitesi

Cizelge 5.5. Tiim gruplarda CAT aktivitesi

N CAT U/mgprotein

Ort+SD (min-max)
Grup 1* 8 116,5+32,6 (73,1-174,5)
Grup 2 8 87,06 + 31,8 (56,4-147,9)
Grup 3 8 75,05 + 32,80 (26,2 - 132,2)
Grup 4 8 95,9 +36,1 (46,5-154,6)
Grup 5 8 52,8+18,9 (31,4-80,9)
Grup 6 8 62,3+16,57 (40 -90,5)
Grup 71 8 55,4+20,2 (27,1-86,0)
Grup 8 8 99,75 + 12,8 (74,2 -115,7)

*Kontrol grubu ile CAT aktivitesi bakimindan 5., 6., 7. Gruplar arasinda anlamli farkliliklar
saptand1.p=0,002 , p=0,0019, p=0,002 (p<0,05)

J"'= 7.grub ile  8.grup arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi.
p=0,017 ( p<0,05)
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Sekil 5.3. Gruplarin CAT degerlerinin grafiksel gosterimi
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5.2.3 Karaciger Dokusunda GSH —Px aktivitesi

Cizelge 5.6. Tiim gruplarda GSH-Px aktivitesi

GSH-PX
N Ort £SD (min-max)

3,11+ 1,00 (1,30-4,37)

Grup 1*

Grup2 ¥ g 26+ 07 (1,75-382)
Grup 3 8 19+ 0,7 (0,72-3,01)
Grup 4 4t 8 1,8+047 (1,11-2,64)
Grup 5 8 21+1,00 (1,00-14,22)
Grup 6 8 204+0,75(1,2-3,3)
Grup 7 8 1,25+0,2 (0,84 —1,53)
Grup 8 8 2,2+1,00(1,3-3,4)

*Kontrol grubu ile 7. grup arasinda GSH-Px aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar
saptandi. p=0,03 (p<0,05)

¥ 2.grup ile 7.grup arasinda GSH-Px aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi. p=
0,010 (p<0,05)

J|If 4.gruba gore 7.grup arasinda GSH-Px aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptanda.
p=0,016 (p<0,05)
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5.2.4 Karaciger Dokusunda MDA diizeyi

Cizelge 5.7. Tiim gruplarda MDA diizeyleri

N MDA nmol /mgprotein
Ort £SD  (min- max)

Grup 1* 8 2,21 £0,17 (1,9-2,5)
Grup 2 8 2,46 +£0,12 (2,2-2)5)
Grup 3 8 2,41 £0,40 (2,0-3,2)
Grup 4 ¥ 8 2,16 +£0,33 (1,6 -2,5)
Grup 5 8 2,74+£024 (2,3-3,1)
Grup 6 8 2,29 +0,35 (2,8-2,9)
Grup 74E 8 3,07+0,85 (2,4-4,5)
Grup 8 8 2,16 £0,65 (1,4-3,19)

*Kontrol grubuyla ile 7. grup arasinda MDA diizeyi bakimindan anlamlidir .
p=0,013 (p<0,05)

¥ 4.grup ile 7.grup anlamlidir. (p=0,006) p< 0,05

Jllf 7.grup ile 8.grup karsilastirildiginda anlamli degildir.(p=0,059) p>0,05

58



5,00

4,00

3,00

MDA nmolimgprotein

2,00

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup & Grup 7 Grup 8
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5.2.5 Karaciger dokusunda NO diizeyi

Cizelge 5.8. Tiim gruplarda NO diizeyi

N NO U/mgprotein

Ort+ SD (min —max)
Grup 1* 8 0,39 + 0,037 (0,34-0,45)
Grup 2* 0,38 +0,030 (0,34-0,41)
Grup 37 8 0,38 +0,033 (0,33 —0,43)
Grup 4 8 0,41 +0,044 (0,37-0,48)
Grup 5 8 0,42 +0,038 (0,39- 0,49)
Grup 6 8 0,43 + 0,049 (0,38-0,51)
Grup 711 8 0,47 +0,028 (0,43-0,51)
Grup 8 8 0,42 +0,042 (0,37 —0,48)

*Kontrol grubu ile 7.grup arasinda NO diizeyleri bakimindan anlamli farkliliklar

saptandi. p=0,006 (p<0,05)

¥ 2.grup ile 7.grup NO diizeyleri bakimindan anlamli farklilik saptand.

p=0,008 (p<0,05)

J"'= 3.grup 7.grup arasinda NO diizeyleri bakimindan anlamli farkliliklar saptandi. p=0,005

(p<0,05)

[T 7.grup ile 8.grup arasinda NO diizeyleri bakimindan anlamli farkliliklar saptanmadi p

=0,115 (p<0,05)
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5.2.6. Karaciger dokusunda 8-OH dG Diizeyleri

Cizelge 5.9. Tiim gruplarda 8-OH dG diizeyleri

N 8-OH dG ng/ml

Ort +SD (min-max)
Grup 1* 8 2,95+0,09 (2,85-3,12)
Grup 2 8 2,95 £0,05 (2,85-3,00)
Grup 3 8 3,03 0,13 (2,80-3,21)
Grup 4 8 3,22 £0,207 (2,93-3,50)
Grup 5 8 3,36 +0,11  (3,15-3,55)
Grup 6 8 3,42 £0,22 (3,10 -3,65)
Grup 7 8 345 £0,15 (3,20-3,65)
Grup 8 8 330+0,14 (3,12- 3,50)

* Kontrol grubu ile 4.,5.6.,7.,8., gruplar arasinda 8-OHdG diizeyi bakimindan anlamh
farkliliklar saptandi.
p=0,01, p=0,001, p=0,002 , p=0,001 , p=0,001 (p< 0,05)

7.grup ile 8. grub 8-OH dG diizeyleri arasinda anlaml farklilikla saptanmadi.(p>0,05)
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5.2.7 Karaciger dokusunda Hsp 70 diizeyleri

Cizelge 5.10 Tim gruplarda Hsp 70 diizeyleri

N Hsp 70 ng/ml
Ort+SD  (min-max)

Grup 1* 8 67,9+ 18,97 (44,9-88,65)
Grup 2 ¥ 8 68,19+ 18,31 (44,9-86,6)
Grup 3 8 91,41+ 1534  (66,5-110,7)
Grup 4 I 8 67,65+27,34 (33,4-121,7)
Grup 5 8 129,95 + 55,97 (55,0-199,0)
Grup 6 8 117,45+ 42,41 (44,4-165,8)
Grup 7 8 154,86 + 44,17 (99,5-221,0)
Grup 8 8 103,67 +33,93 (55,0-154,9)

*Kontrol grubu ile 5. ve 7. grup Hsp 70 diizeyleri bakimindan arasinda anlamli farkliliklar
saptandi. p= 0,030 p=0,01 (p< 0,05)

¥ 2. grup ile 5. ve 7.grup Hsp 70 diizeyleri bakimindan anlamli farkliliklar saptandi.
p= 0,036 p=0,001 (p< 0,05)

J|'f 4.grup ile 5. ve 6. Grup arasindan Hsp 70 diizeyi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi.
P=0,021 p=0,001 (p< 0,05)

6. grup ile diger gruplardan higbiri arasinda anlamli farkliliklara saptanilmadi.(p>0,05)

8. grup ile diger gruplardan higbiri arasinda anlamli farkliliklara saptanilmadi. (p>0,05)
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5.3. Histopatolojik Analiz Sonuglar:

Cizelge 5.11. Gruplarda Portal Inflamasyon ve Fokal nekroz degerleri

Portal inflamasyon Fokal Nekroz
Grup 1l 0,0, 0,0,0,0,0,0 0,0, 0,0,0,0,0,0
Grup 2 0,0,0,0,0,0,0,0 0,1,0,1,00,0,0
Grup 3 0,1,1,2,0,1,0,0 0,1,1,2,0,0,0,0
Grup 4 0,1,1,1,0,0,0,0 0,0,0,0,0,0,0,0
Grup 5 1,0,1,0,1,2,1,1 1,0,1,0,2,2,0,1
Grup 6 0,0,1,01,1,0,1 0,0,0,0,0,0,0,0
Grup 7 1,2,0,2,2,2,2,1 0,0,0,0,0,1,1,1
Grup 8 0,1,1,2,2,2,0,1 011110111
0 ; yok 2 ; Orta siddette
1 ;Hafif 3 ; Siddetli
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Sekil 5.10. Normal parankimal (H&Ex100)
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Sekil 5.12. Hafif dereceli parankimal nekroz (H&Ex200)
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Sekil 5.13. Orta derecede portal inflamasyon (H&Ex100)

Sekil 5.14. Orta derecede parankimal nekroz(H&Ex100)
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6. TARTISMA VE SONUC

Kanser arastirmalarinda tiimér modelleri olusturmak gilincel bir konudur. Yapilacak
arastirmalar ile timor proliferasyonu, progresyonu ve apopitoz gibi tiimor biyolojisi hakkinda
bilgi elde etmek, kanser etyopatogenezisini incelemek, tiimoér olusumunu inhibe etmek,
metastaz biyolojisini anlamak, antikanser ilaglarin etki mekanizmalarini, etkinlik ve giivenligi
iizerine bilgi sahibi olmaktir.

Kanserojenik maddelerle karaciger kanseri olusumu ¢ok basamakli bir olaydir. Bu ¢ok
basamakli olayin en onemli gdstergelerinden biri makroskobik lezyonlardir. Bu lezyonlari
tanimlayabilmek i¢in ¢ok sayida biyolojik ve biyokimyasal parametrelerdir [148].

Nitrozaminler olduk¢a taninmis karsinojenik bilesiklerdir, fakat onlarin sitotoksik ve
karsinojenik aktiviteleri metabolik aktivasyonlarini kullanmalari i¢in gereklidir.

Dietilnitrozamin hepatik karsinomaya neden olan bir nitrozamin bilesigidir. Ozellikle
karaciger DNA’ sinda DEN’ in doz bagimli davranisi ile yiikselen 8-OH 2’ deoksiguanozin
(8-OH dG) diizeylerinin DNA’nin oksidatif hasarini belirttigi rapor edilmistir. 8-OHdG
miktart erken donemde DEN verilmesinden 6 saat sonra yiikselmektedir. Timor olusumundan
sorumlu olan lipid peroksidasyonu ile DEN aktivasyonuyla g¢evresel serbest radikaller

arasinda iliski gosterilmektedir [149].

2-Asetilaminofloran , sentetik arilamin yapisinda olan 2-aminofloranin biyolojik
olarak asetillenmesi sonucu 2-AAF olusur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarmin ikinci
fazinda gorev yaparak DEN’in birinci adimindan sonra, ikinci adim olarak DNA’da guanin
bazina baglanip toksik etki olusturur. Bu toksik etki, mutasyonlara neden olarak, karacigerde,
sirasiyla preneoplastik, neoplastik, benign neoplazmi ve malign neoplazmi olusur [33, 36, 38-
41, 43, 50, 54, 63-65].

Hsp 70 nekroza ugramis hiicrelerden salinir ve ekstraselliiler alana kagarak dolasima
gecer. Ekstraselliiler Hsp70 makrofaj ve monositlerden inflamatuar sitokin ve NO salinimi ve
inflamatuar hiicre reseptorleri ile etkilesime girerek giiclii bir proinflamatuar etki gosterir
[122, 150].

Ekstraselliler Hsp 70 timdr biliylimesi iizerine hem pozitif hem de negatif etki
gosterir. Orta derecedeki nekrozda Hsp 70’in bu inflamatuar etkileri stromal ve timor
hiicrelerinde tiimor biiylime ve yayilimini artiran birkag proteinin normalden fazla
ekpresyonunu diizenleyen NF-«B niikleer faktorliniin aktivasyonu yolu ile timor

migrasyonunu arttirtyor olabilir [151].
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Octreotide’nin son zamanlarda baz1 klinik ¢alismalarda, ¢esitli deneysel modellerde
karsinoid tiimor hiicrelerini inhibe etmesinin yaninda antioksidan ozellikleri de oldugu
bildirilmigtir [133-135].

Sicanlarda karaciger tiimorii olusunda ,karsinojen metabolizma siiresince oksidatif

stresin etkili oldugu bilinmektedir.

Calismamizda sicanlarin viicut agirliklart incelendiginde Cizelge 5.1 Sekil 5.1°de

gosterildigi gibi 5.ve 7. Grubun viicut agirlik ortalamasinin diistiigiinii gorebiliriz.

Tessitore L ve ark.(2000) ve Atakisi ve ark.(2005) DEN verilmesinin ardindan
siganlarin viicut agirliginin azaldigini tespit etmislerdir. Bu durumun, verilen maddenin toksik

etkisinden dolay1 gida aliminda azalma olacagini diistinmislerdir [152, 153].

Bizim c¢aligmamizla paralellik gostermektedir. DEN+2-AAF nin verildigi bir ¢alisma
bulunmadigindan karsilastirma yapilamamistir.

Calismamizda Cizelge 5.7 ve Sekil 5.5’ de goriildiigii gibi Lipit peroksidasyonun
ikinci iriinii olan MDA bakimindan degerlendirildiginde Kontrol grubu ile 2., 3., 4., 6.
gruplar arasinda  fark bulunmazken 5. grup (DEN) ve 7.grup (DEN+2-AAF) ta MDA
diizeyleri agisindan artts , 8.grupta azalis ise gozlendi.Ancak 7.grup ile 8.grup
karsilastirildiginda fark anlamli degildir.

Ustiiner ve ark. (2006) DEN ve 2-AAF uyguladiklari sicanlarda karaciger doku
hiicrelerinde radikal olusumu sonucu kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda DEN ve 2-AAF
gruplarmin MDA diizeylerinde artig belirlemislerdir [154].

Al-Rejaie ve ark. (2009) DEN uyguladiklar siganlarin karaciger doku hiicrelerinde
Kontrol grubuna gore DEN grubunun MDA diizeylerinde artis belirlemislerdir [155].

Malondialdehit doymamis yag asitleri metabolizmasinda lipit peroksidasyonunun bir
triiniidiir ve mutajenik ve karsinojenik bir olaydir [156] .Bunun nedenini Ogina K ve
ark.(2007) su sekilde agiklamislardir ; Lipit peroksidasyonun aldehit yapidaki iriinleri,
sisteinin siilfidril gruplart ile veya lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak
proteinlerde fragmentasyon ve c¢apraz baglanmalara yol agar. Bu olaylar proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlarinin bozulmasiyla sonuglanir [86]. Grup 8 (DEN+2-AAF+ OCT) de karaciger
doku hiicrelerinin MDA diizeylerinde azalis tespit edildi.

Celebi ve ark.(2002) olusturduklari retinal I/R modelindeki oksidatif hasarda vitamin
E, melatonin ve OCT nin sirastyla 150 mg/kg, 10 mg/kg ve 22 pg/kg dozlarinda koruyucu
etkilerini arastird1 ve her {i¢ ilacin da MDA diizeylerinde belirgin azalma sagladig1 gosterildi

[157].

71



Seydanoglu ve ark.(2010) Bir somatostatin analogu olan (OCT) in deneysel sepsis
modelinde oksidan-antioksidan durum ve akciger histopatolojisi lizerine etkilerini arastirdi.
Sicanlarin plazma 6rneklerinde farkli dozajlarda uyguladiklar: (50 ug -100 pg) OCT nin sepsis
grubuna gore MDA diizeylerine azalis tespit etti [158].

Bu bulgulara gére bizim g¢alismamizda da oldugu gibi OCT’nin MDA diizeylerini
azalttig1 belirlenmistir.

Calismamizda Cizelge 5.4 ve Sekil 5.2 gosterildigi gibi gruplarin SOD aktiviteleri
degerlendirildiginde Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5.6.7 ve 8.grupta artis gézlenmistir.
6.,7.gruptaki artis kontrol grubuna anlamli bulunurken (p<0,05) 8.gruptaki artis anlamli
degildir.

Ustiiner ve ark. (2006) DEN ve 2-AAF uyguladiklar sicanlarda karaciger doku
hiicrelerinde DEN+ 2-AAF grubunda SOD % inhibisyon degerlerinde azalma yani
akitivitelerinde artis oldugunu tespit etmislerdir [154].

Chakraborty ve ark.(2003) yaptiklar1 farkli bir ¢alismada, DEN ve 2-AAF’nin sigan
karacigeri hiicrelerinde SOD aktivitesini artirdigini belirlemislerdir [50].

Calismamizda Grup 6 ve Grup 8 deki SOD aktive artiglarinin karsinojenlerin asirt sekilde
rettigi serbest radikallere cevap olarak savunma sisteminde gorev yaptigi diistiniilebilir.

Ortamdaki siipiiricii enzim olan SOD’in fazla sekilde iiretildigi ortamdaki serbest
radikalleri temizleyerek ortami antioksidan lehine dondiirmesi olarak diigiiniilebilir.

Calismamizda gruplarin GSH-Px aktiviteleri karsilastirildiginda Cizelge 5.6 ve sekil
5.4°de gosterildigi gibi Kontrol grubu ile 4., 5., 6., 7. Grup karsilastirildiginda gruplarin
aktivitelerinde bir azalig tespit edilmistir. 7. Grubun aktivitesindeki azalis kontrol grubuna goére
anlamlidir. (p<0,05) Grup 8. ise anlamli olmasa da artis s6z konusudur.

Bingiil ve ark.(2011) iki giin boyunca DEN uyguladiklart siganlarin karaciger doku
hiicrelerinin GSH-Px aktivitelerinde ~ Kontrol grubuna gore DEN grubunda  azalma
belirlemiglerdir [159].

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladiklar1 si¢anlarin karaciger doku hiicrelerinde
Kontrol grubuna gére DEN grubunun GSH-Px aktivitelerinde azalig belirlemislerdir [155].

Bizim c¢aligmamizda bu tlir ¢aligmalarla paralellik gostermektedir. Grup 8§ (DEN+2-
AAF+OCT) in GSH-Px aktivitelerinin Grup 7 (DEN+2-AAF) e gore degerlendirilmesinde ilk kez
denenmesi nedeniyle herhangi bir calismayla karsilagtirma yapilamamistir. Ancak GSH-Px in
grup 7 e gore Grup 8 deki artis nedeninin OCT ’nin antioksidan veya karsinoid tiimor inhibe etme

ozelliginden kaynaklandig1 disiiniilebilir.
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Gruplarin NO diizeyleri incelendiginde Cizelge 5.8 ve Sekil 5.6’de gosterildigi gibi ;
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5. ,6. ,7. Grubta artis gézlenirken 8.grubun NO diizeyinde
7.gruba gore anlamli bir azalis tespit edilmistir. (p <0,05)

Nitrik Oksit , Proteinlerin DNA’ larinda olusan tahribatin tamirini inhibe edebildigi
bilinmektedir.ve NO fizyolojik ve patolojik bozukluklarda biyolojik bir habercidir [160, 161].

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladiklari si¢anlarin karaciger doku hiicrelerinde
Kontrol grubuna gore DEN grubunun NO diizeylerinde azalis belirlemislerdir [155].

Dietil nitrozamin ve 2-Asetil aminofloran yada sadece 2-AAF siganlart uygulanmig
karaciger doku hiicrelerindeki NO diizeylerini gdsteren bir ¢alisma olmamasina ragmen daha once
yapilan farkli ¢alismalarda serbest radikallerin NO diizeyini arttirdigina dair ¢aligmalar mevcuttur
[161]. Grup 8 deki NO diizeylerinde 7.gruba gore anlamli azalis OCT’ nin antioksidan veya
karsinoid tiimodr inhibe etme 6zelliginden kaynaklandig1 diistiniilebilir.

Calismamizda gruplarin CAT aktiviteleri karsilastirildiginda Cizelge 5.5 ve Sekil 5.3” de
gosterildigi gibi ; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5., 6., ve 7. gruplarin aktivitelerinde bir
azalig tespit edilmistir. 5.,6.,7. gruplarin aktivitesindeki azalis kontrol grubuna goére anlamli
(p<0,05) dir. 7.grup ile 8.grup karsilastirildiginda CAT akvititelerindeki artisin anlamli oldugu
tespit edilmistir.

Ustiiner ve ark.(2006) DEN ve 2-AAF uyguladiklar1 sicanlarda karaciger doku
hiicrelerinde DEN, 2-AAF ve DEN+2-AAF gruplarinin CAT aktivitelerinde azalis oldugunu
tespit etmislerdir [154].

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladiklari si¢anlarin karaciger doku hiicrelerinde
Kontrol grubuna gére DEN grubunun CAT aktivitelerinde azalig belirlemislerdir [155].

Bu tiir ¢alismalar yaptigimiz ¢aligma ile paralellik gostermektedir.

Gruplarin Hsp 70 diizeyleri karsilastirildiginda Cizelge 5.10 ve Sekil 5.8’de gosterildigi
gibi Kontrol grubuna gore 5. Ve 7. Grubun Hsp 70 diizeylerindeki artis anlamlidir. (p<0,05)

Grup 7’e gore Grup 8’de azalis tespit edilmistir fakat anlamli degildir. (p>0,05)

Philips ve ark.(2007) fareler lizerinde olusturdugu pankreatik kanser hiicrelerinin Hsp 70
diizeylerini incelediklerinde normal pankreatik hiicre grubuna gore artis gosterdigini tespit
etmislerdir [162]. Birkag¢ hiicre tiirinde Hsp 70’ in fazla iretilmesi ile ilgili ¢alismalar ,timor
gelisimine dogru giden hiicreler de Hsp 70’ in arttig1 fikrini desteklemektedir. Kaldi ki Is1 sok
proteinleri en kiigiik dis faktorlerden etkilenmektedir. Ancak Grup 8 deki Hsp 70 diizeyinde ki
artis1 karsilastiracak bir calisma bulunmadigindan daha o6nce bahsettigimiz gibi OCT’ nin
karsinoid tiimor inhibe edici Ozelliginin yaninda antioksidan ozelliginden kaynaklandigi

disiiniilebilir.
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Calismamizda Cizelge 5.9 ve Sekil 5.7’ de gosterildigi gibi gruplarin 8-OHdAG diizeyleri
kontrol grubuna goére Kkarsilastirildiginda 5. , 6. ,7. , 8 grubun diizeylerinde anlamli artig tespit
edilmistir.(p<0,05)

Fakat grup 7°nin 8-OHdG diizeyi grup 8 ile karsilastirildiginda anlamli degildir. (p>0,05)

Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar {irliniiniin olusmasina yol
acar [163].

Bu hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga
duyarli ve en sik karsilagilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir [164].

Kimyasal bir karsinojen veya metabolizmasi sirasinda daha etkin hale gelmis olan
karsinojen eger karacigerde detoksifiye edilemezse DNA’y1 degistirebilir DNA’da tek veya
¢ift zincir kiriklarina, piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlara, deoksiriboz fosfat
iskeletinde hasara, DNA-protein ve DNA-DNA ¢apraz baglarina neden olabilir.Calismamizda
sicanlarin karaciger doku hiicrelerinde 8-OH dG diizeyinin artisinda kimyasal karsinojenler

DEN ve 2-AAF ‘in neden oldugu diisiiniilebilir.

Sonug olarak, Calismamizda OCT’ in antioksidan etkisi oldugu diisiintilmiistiir.
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