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OZET

Hepatoselliiler Karsinomda Apoptozis Mekanizmasi ve
Baz1 Benzimidazol Tiirevlerinin Hepatoselliiler Karsinom Uzerine Etkisi

Hepatoselliiler karsinom (HCC), diinyada en sik goriilen malign
tiimorlerdendir ve kanser iliskili oliimlerde 3. sirada yer almaktadir. Kanser
gelisiminde, artmis hiicre proliferasyonunun yam sira, azalms apoptozis hizinin
katkis1 oldugu da bilinmekte ve apoptozisi uyarici yonde yeni tedavi edici
stratejiler gelistirilmektedir. Kanser tedavisinde kullanmak amaci ile iizerinde
calisilan heterosiklik bilesiklerden biri benzimidazol tiirevleridir. Bu calismada,
karsinojen bir ajan olan N-nitrozodietilamin ile olusturulan deneysel HCC’de,
apoptozis mekanizmasi ve benzimidazol tiirevi olan 2-(3-Metoksibenzil)-1H-
benzimidazol (BB3) ile 2-(2,4-Diklorobenzil)-1H-benzimidazol (BB4) bilesiklerinin
HCC iizerindeki etkisinin arastirilmas1 amaclandi. Kontrol (n=24), HCC (n=18),
HCC+BB3 (n=18), HCC+BB4 (n=18) ve HCC+DMSO (n=6) olmak iizere 5 farkh
calisma grubu olusturuldu. 18 hafta siiresince 1 mg/kg/hafta i.p. BB3 ve BB4
uygulamalar1 yapildi. Calismanin baslangicinda (0. hafta) kontrol grubundan 6
sican oOldiiriildii. Daha sonra her bir gruptan rastgele secilen 6 sican 6., 12. ve 18.
haftalarda oldiiriildii. Gruplar hem Kkendi icinde zamana bagh olarak, ayrica 6.,
12. ve 18. haftalarda birbirleri ile karsilastirildi. HCC’de apoptotik yol izinin
belirteci olarak kaspaz-3, -8 ve -9 enzimleri kolorimetrik yontemler ile Fas/FasL
ekpresyonlarn ise immiinohistokimyasal yontemler ile belirlendi. Antioksidan
kapasiteyi arastirmak icin ise siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri, glutatyon (GSH), nitrit ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
kolorimetrik yontemler ile belirlendi. Bu calismada HCC’de kaspaz-3 enzim
aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigi ve HCC+BB3’ iin ise bu artis1 daha fazla
indiikledigi saptanmstir. Ayrica kontrol grubu ile karsilastinldiginda HCC,
HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarinda Fas ve FasL ekspresyonlarimin arttigi
saptanmstir. HCC’de oksidatif stres artmis ve bu etki kismi olarak BB3 maddesi
ile azaltlmstir. Histopatolojik incelemelerde HCC gelisiminin BB3 tarafindan
engellendigi ancak BB4’iin aym etkiyi gostermedigi saptandi. Sonu¢ olarak
BB3’iin HCC tedavisinde umut verici bir yaklasim olabilecegi one siiriilebilir.

Anahtar kelimeler: Hepatoselliiller karsinom, apoptozis, kaspaz, benzimidazol,
GSH
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ABSTRACT

Mechanisms of Apoptosis in Hepatocellular Carcinoma and the Effects of Some
Benzimidazole Derivatives on Hepatocellular Carcinoma

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most frequent malign tumors
worldwide. Hepatocellular carcinoma is ranked third among cancer related
mortality. It is known that decreased apoptosis rate contributes to carcinogenesis
as much as increased cell proliferation, therefore new therapeutic strategies
involve induction of apoptosis through different mechanism. In this study, we
aimed to determine the mechanisms of apoptosis in HCC and the effect of the
benzimidazol derivatives 2-(3-methoxybenzyl)-1H-benzimidazole (BB3) and 2-(2,4-
Dichlorobenzyl)-1H-benzimidazole (BB4) on HCC. Experimental HCC had been
developed by N-nitrozodietilamin, a carcinogenic agent. 5 groups were included as
control (n=24), HCC (n=18), HCC+BB3 (n=18), HCC+BB4 (n=18), and
HCC+DMSO (n=6). BB3 and BB4 were administered 1 mg/kg/week i.p. during 18
weeks. 6 control rats were Killed at the beginning of the stud%/. 6 rats were chosen
randomly from each group and killed at the end of 6™, 12" and 18" weeks. All
groups were evaluated time dependently in itself and also between each other.
Apoptosis was evaluated by measurement of caspase -3, -8 and -9 enzymes by
colorimetric methods and Fas/FasL expression by immunohistochemical staining
method. Antioxidant capacity was evaluated by measurement superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activities and the levels of reduced
glutathione (GSH), nitrite and malondialdehyde by colorimetric methods. There
was a statistically significant increase in caspase -3 enzyme in HCC group
compared to the controls and this increase was induced by BB3. Additionally, Fas
and FasL expressions were significantly increased in HCC, HCC+BB3 and
HCC+BB4 groups compared to the controls. Oxidative stress increased in HCC
and it was relatively decreased by BB3 and BB4. Histopathological findings
indicated that HCC development was reduced by BB3 whereas BB4 failed to show
the same effect. In conclusion, it may suggested that BB3 attempts to induce
apoptosis may also serve as a promising approach in cancer therapy.

Key Words: Hepatocellular carcinoma, apoptosis, caspase, benzimidazole, GSH
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1. GIRIS

Hepatoselliiler karsinom (HCC), diinyada en sik goriilen malign tiimdrlerdendir.
Yilda 1,25 milyon insanin ¢liimiine neden olan HCC, kanser iligkili 6liimlerde 3. sirada
yer alir. HCC’nin gelisiminde en 6nemli risk faktorii sirozdur. HCC’nin gelismesine yol
acan diger nedenler ise Hepatit B virlisii (HBV) ile Hepatit C viriisii (HCV) ve bazi
kimyasallardir (1). Hepatokarsinogenez, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis arasindaki
dengenin bozulmasi ile karakterizedir (2).

Apoptozis ilk kez 1972 yilinda Kerr tarafindan hiicre Oliimiiniin farkli bir
morfolojisi olarak tanimlanmistir. Memeli hiicrelerinde apoptozis, hiicre i¢inden ya da
disindan gelen sinyallerle uyarilan ve birbirini takip eden olaylar zincirinden olusan 2
farkli yol izini igeren bir siirectir. Bunlardan birincisi hiicre zarinda bulunan reseptor
aracili sinyal yol izi, digeri ise mitokondriden salinan sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz
aktivasyon yol izidir. Bu aktivasyon yol izlerinden 6liim reseptorleri iliskili olana
“ekstrensek yol izi” denir. Fas ligand (FasL), tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o) veya
TNF iliskili apoptozis indiikleyen ligand (TRAIL) ekstrensek yol izinde kullanilan
uyaranlardir. Kaspaz aktivasyonu icin gerekli kaspaz aktivator proteinlerinin sitozole
salinmasindan sorumlu olan, mitokodrinin de katildig1 diger yol izi ise “intrensek yol
izi” olarak bilinir (3-5).

Gen kontrollii bir siire¢ olan apoptozis, farkli uyarilara cevap olarak normal
doku turnoveri, doku ve organlarin sekillenmesi, immiin sistem, embriyolojik geligim,
kanser ve farklilasmis hiicrelerin yasam siirelerinin sona ermesi gibi farkl fizyolojik ve
patolojik olaylarda gorev almaktadir (6-8). Apoptozis hizinin ¢ok yavas oldugu
hastaliklardan birisi kanserdir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha hizli bir
sekilde cogalir ve biiyiir. Bu kontrolsiiz cogalmaya izin veren ise hiicrenin DNA’sinda
meydana gelen mutasyonlardir. Normal sartlar altinda hasar gormiis hiicreler apoptozise
gider, fakat bu durum timor hiicrelerinde farklidir. Timor hiicrelerinin en Onemli
ozelliklerinden birisi artan yasam kabiliyetleridir. Kanser gelisiminde, artmis hiicre

proliferasyonunun yani sira, azalmis apoptozis hizinin da katkis1 oldugu bilinmektedir

9).



Kanser dokularindaki gelismeyi Onlemek amaci ile farkli mekanizmalar ile
apoptozisi uyarici yonde yeni tedavi olanaklar1 gelistirilmektedir. HCC olusumunda
hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki denge ¢ok dnemlidir. Bu nedenden dolay1
HCC patogenezinde yer alan apoptozis ile ilgili mekanizmanin, ozellikle HCC
gelisiminin de i¢inde bulundugu yaygin bir¢ok yol izindeki genetik ve molekiiler
degisikliklerin bilinmesi, HCC’nin nasil olustugu ve nasil tedavi edilebilecegi agisindan
olduk¢a onem arz etmektedir. Tiimor hiicrelerinin karakteristik 6zelligi olan siirekli ve
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, kanserin ilerlemesinde ve hiicre dongiisiiniin bozulmasinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle de karsinogenez, hiicre dongiisiinii etkileyecek
ajanlarla kontrol edilir (10,11).

Son yillarda kanser tedavisinde kullanmak iizere arastirmalarin yogunlastigi
heterosiklik halkalardan biri de benzimidazol halkasidir (12). Benzimidazol halkasi,
yasam i¢cin gerekli olan bazi biyolojik molekiillerin yapisinda yer almaktadir.
Benzimidazol tiirevlerinin antimikrobiyal ve antitiimdr aktivitelerinin yani sira niikleik
asit sentezini inhibe edici etkileri gibi pek ¢ok farmakolojik 6zelliklerinin oldugu
bilinmektedir (13). Daha onceki ¢alismalarimizda apoptozisi arttirici yonde etki
gosteren bazi benzimidazol tiirevi [2-(3-metoksibenzil)-1H-benzimidazol (BB3) (14) ve
2-(2,4-diklorobenzil)-1H-benzimidazol (BB4)] maddelerin HCC {izerindeki etkisini
inceleyerek yeni tedavi stratejilerine olanak saglamay1 amagladik.

Bu ¢alismada, kimyasal karsinogenezde karacigerin primer indiikleyicisi olan N-
nitrozodietilamin (DEN) ile deneysel HCC olusturmayi planladik. Sirasiyla kontrol,
HCC, HCC+BB3, HCC+BB4 ve HCC+DMSO olmak iizere 5 farkli deney grubunun
olusturulmas: ve bu gruplardan rastgele segilen 6 adet siganin 0., 6., 12. ve 18.
haftalarda oldiiriilerek, HCC olusum siirecinde belli araliklar ile apoptozis
mekanizmasin1 ve BB3 ve BB4’iin bu olusum siirecine etkisini arastirmay1 planladik.
Calisma planina gore siganlarin karaciger dokularinda, apoptotik mekanizmanin
belirtegleri olan kaspaz-3, -8 ve -9 aktiviteleri ile Fas ve FasL ekspresyonlar1 ve ayrica
oksidatif stresin HCC’de arttigin1 kanitlayan bilgiler 151ginda antioksidan sistemde yer
alan glutatyon (GSH) miktari, Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri; endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) aktivitesinin bir gostergesi olarak nitrit diizeyleri ile lipit peroksidasyonunun bir

gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeylerini saptamay1 amacladik.



Bu calismadan elde edilecek bilgiler sonucunda HCC olusumu sirasinda
apoptozis yol izi ve benzimidazol tiirevlerinin antitiimoral etkisi arastirilarak bu

maddelerin kanser tedavisinde kullanimi agisindan bir 6n ¢aligma yapilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinom

Karacigerin primer malign tiimorleri, hepatosit ve intrahepatik safra kanallari
epitelyumi ile mezenkimal dokulardan gelisir (15). Hepatositlerden kdken alan HCC,
karacigerin en sik goriilen primer malign tiimoridiir. Tiim maligniteler iginde HCC’nin
gorilme siklhigit % 2’dir (16). En sik goriilen tiimor tipleri arasinda erkeklerde 5.,
kadinlarda ise 8. swradadir. (1). Cografik bolgelere gore farklilik gosteren HCC,
mortalitesi ve morbiditesi yiiksek bir timordiir. Insidans1 Kuzey Amerika ve Bati
Avrupa’da 1/100000°den az, Giliney Afrika ve Giineydogu Asya’da ise 60/100000’den
fazladir (17). Ulkemiz diisiik riskli iilkeler arasinda yer almaktadir (18).

HCC etiyolojisi multifaktoriyeldir ve tiimor olusumuyla iliskisi olan major ve
mindr risk faktorleri bulunmaktadir (19). HCC patogenezinde basta gelen nedenler
HBYV ile HCV enfeksiyonu ve alkoldiir (20). Ayrica, malniitrisyon, aflatoksin, sigara
kullanimi, yagli karaciger, demir fazlaligi, kimyasal karsinojenler ve nitritler de HCC

gelisimindeki diger risk faktorlerini olustururlar (19,21) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. HCC’nin gelisimi ile ilgili major ve minor risk faktorleri

Infeksiyonlar Siroz Cevresel faktorler Metabolik Hastaliklar

Hepatit B virisii Alkolik siroz Andojenik steroidler ~ Hematokromatozis

Hepatit C virisii Otoimmiin hepatit ~ Aflatoksinler Wilson hastaligi
Primer biliyer siroz  Sigara Porfiria kiitentarda

Kriptojenik siroz N-nitrozo bilesikleri Ailesel kolestatik siroz
Pirrolizidin alkaloitler ~ Galaktozemi
Sitriillinemi
Herediter tirozinemi

Glikojen depo hastaligi tip 1 ve 3

Diinyada yilda 1,25 milyon insanin 6liimiine neden olarak, en sik goriilen kanser

iligkili 6liimlerden biri olan HCC’nin patolojisi heniiz tam olarak bilinmemektedir (22).



Hepatoselliiler karsinoma DNA tamir genlerinde, tiimdr baskilayic1 genlerde ve
onkogenlerde mutasyona neden olan, genellikle kimyasal bilesikler ya da viriisler
tarafindan uyarilan ¢ok basamakli bir siirectir (23). Bu siire¢ inflamasyon ve sirozu
icerir. Hepatositlerde malign transformasyona neden olan ¢esitli genetik degisikliklere
yol agar. Bunlarin yan1 sira, HCC hafif karaciger hastaligi sonrasinda da olusabilir (24).
HCC’nin erken donemdeki tipik 6zelligi sessiz olmasi ve yavas biiyiiyerek ilerleyinceye
kadar ¢ok az belirti vermesidir. Bu 6zelliginden dolay1 primer tiimoriin kiigiik oldugu
evrelerde dahi intravaskiiler veya intrabiliyer sahada yayilim egilimi vardir. HCC’nin bu
ozellikleri tedavi yaklasimlarini kisitladigr gibi 6lim oranint da arttirmaktadir
(19,25,26).

Hastaligin seyri HCC’de tami ve tedavi i¢in Onemli bir basamaktir (27).
Karaciger tiimorlerinin erken donemde ve kesin olarak tanimlanmasi, klinik olarak
kuskulanmaya, tarama protokollerine, serolojik testlere ve radyolojik goriintiileme
yontemlerine dayanir (19).

Kotii  diferansiye olmus histoloji, fibroz kapsiilin bulunmamasi, timor
nodiillerinin biiyilk boyutlar1 (>5cm), vaskiiler invazyon, erken metastaz ve
alfafetoprotein (AFP) diizeylerinin yiiksek olmast HCC’nin 6nemli 6zelliklerindendir.
(28). HCC’nin izlenmesi olduk¢a karmasiktir ¢iinkii timor degisik radyolojik
goriintiilere sahiptir ve siklikla sirotik regeneratif ve displastik nodiillerle bir arada
bulunurlar (29). HCC’nin tanimlanmasi igin en sik basvurulan yontemler Ultrasonografi
(US), bilgisayarli tomografi (BT) taramasi ve manyetik rezonanstir (MR) (19).
Karacigerdeki tiimorlerin histolojik incelemesi HCC tanisinda altin standart olarak
kabul edilmektedir. Ancak kanama ve biyopsi sirasinda tiimériin yayilmasi riskinden
dolay1 bu uygulama konusunda endise duyulmaktadir. HCC’nin klinik olarak gecerliligi
kabul edilmis belirtegleri ve ayurt edici klinik bulgular1 olmadigindan ancak ilerlemis
hastalik evresinde tanis1 konmaktadir ve bu nedenle tedavisi oldukca giictiir. Bundan
dolay1 erken tan1 ve tedaviyi saglamak agisindan genellikle tarama ve hasta takibi tercih
edilir (29). Ileri evredeki HCC hastalar1 icin ise heniiz etkili bir tedavi belirlenememistir

(27). HCC igin cerrahi islemler disinda standart bir tedavi bulunmamaktadir (30).



2.2. Apoptozis

2.2.1. Apoptozis ve Tarihgesi

Apoptozis, ilk kez 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan hiicre 6liimiiniin farkl
bir morfolojisi olarak tanimlanmistir. Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicrelerarasi
iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan, hasar gérmiis ya da viriis ile enfekte
olmus hiicrelerin c¢evreye zarar vermeden genetik olarak kendi kendilerini yok
etmesidir. Bu nedenle apoptozis hiicre intihar1 olarak da bilinir. Koken olarak ‘apo-
pteo-sis’ den gelen ve Yunancada ‘“sonbaharda agaclarm yaprak dokmesi” anlamina
gelen apoptozis “mitozun karsit anlami1” olarak kullanilmistir (31).

Apoptozis, organizmada fizyolojik ve patolojik durumlarin her ikisinde de
onemli bir rol oynar (32). Dogadaki bir¢ok canlinin normal gelisim siirecinde baglayan
ve yetiskin hayat boyunca da devam eden sayisiz biyolojik olayin ve hastaligin ortaya
cikmasinda apoptozis mekanizmasi biiyilk 6nem tasir. Hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis
arasindaki denge embriyolojik gelisimde doku ve organlarin sekillenmesinden
sorumludur (33). Embriyolojik gelisim siirecinde fetiisiin ¢l ve ayak parmaklari
arasindaki zarin ortadan kaldirilmasi, cinsel gelisim sirasinda duktus sistemlerinin
gerilemesi, omuriligin  sekillenmesi gibi fizyolojik durumlarda gozlenirken;
yetigskinlerde ise daha ¢ok hormona bagli involiisyonda 6rnegin; menstrual siklusda
endometriyum hiicrelerinin yikiminda, menopozda folikiil atrezisi ve laktasyonunun
sonlandirilmasiyla meme bezlerinin rejenerasyonunda gozlenir (34,35). Apoptozis,
organogenezin yani sira vicudun bitliniindeki hiicre sayismin sabit tutulmasmi da
saglar. Bagisiklik sisteminin onemli hiicrelerinden biri olan timiislerde olgunlasan T
lenfositler ve B hiicrelerinde olgunlasan immiinglobulinlerden, etkisiz olan veya kendi
hiicrelerine zarar verme potansiyeli bulunanlar da dolasima girmeden once yine
apoptozis ile uzaklastirilir (36,37).

Cogalmakta olan bir hiicre toplulugunun biiyiikliigli béliinme hizina bagl oldugu
kadar, 6lim hizina da baghdir (38). Doku homeostazisinin bir diizen i¢inde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir. Bu

dengenin bozulmasi organ islevlerinde bozulma ve neoplaziye neden olmaktadir



(33,39). Karsinogenezde artmis proliferasyon ve azalmig apoptozisin goriilmesi buna
ornek olarak gosterilebilir (39).

Son yillarda, apoptozisin diizensizligi (artmis/azalmis apoptozis), heniiz ¢ok
fazla bilgiye sahip olunmayan bir¢ok hastaligin gelisimindeki 6nemli 6zellikleri
aciklamak icin yeni bir bakis agist kazandirmistir. Toksik nedenli karaciger hasari,
miyokard infarktiisii, inme gibi iskemik hasarlar, Alzheimer ve Parkinson Hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklar ile AIDS artmis apoptozis ile iliskili hastaliklardir (40,41).
Bunlardan farkli olarak uygun olmayan azalmis apoptozis ise viral enfeksiyonlarin
sebep oldugu karaciger hastaliklari, bircok deri hastaligi, g6z hastaliklari, akciger

hastaliklari, otoimmiin hastaliklar, ateroskleroz ve kanser ile iliskilidir (Cizelge 2.2)
(41,42).

Cizelge 2.2. Farkli fizyolojik ve patolojik durumlarda apoptozisin rolii

Apoptozis ile iliskili fizyolojik

Azalmg Apoptozis ile

Artmus Apoptozis ile iliskili

olaylar iliskili olaylar olaylar
Fetusun implantasyonu Kanserler Norodejeneratif bozukluklar
Menstruasyon Blastom Amyotrofik lateral skleroz
Embriyogenez Karsinom Parkinson Hastaligi
Organogenez Losemi Alzheimer Hastaligi
Menepozda Folikiil Atrezisi Lenfoma Huntington Hastalig:

Laktasyon sonrasi meme bezleri
regresyonu

Otoimmiin hastaliklar
Latent viriis enfeksiyonlari
Ateroskleroz

Metabolik Bozukluklar
Premalign Hastaliklar

Spinoserebellar ataksi
AIDS
Aplastik anemi
Toksik karaciger hasari
Miyokard infarktiisti
Romatoid Artrit
Multiple Skleroz
Iskemi-Reperfiizyon
Skleroderma
Sepsis

(Cizelge 2.2 41 'nolu kaynaktan alinarak diizenlenmigtir).

2.2.2. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozis, kademeli olarak morfolojik degisikliklere sebep olan sitolojik ve

biyokimyasal ozellikler ile karakterizedir. Apoptotik morfoloji; hiicre biiziilmesi,
kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdegin parcalara ayrilmasi ve “apoptotik cisimcik” olarak

adlandirilan aktin bagimli sitoplazmik ¢ikintilar olusturarak hiicreden ayrilmasi ve bu



apoptotik cisimciklerin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi basamaklarmi igerir
(43).

Apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik degisiklikleri ¢ekirdek ve sitoplazma ile
ilgilidir. Apoptotik siireg; apoptotik yol izine, uyarinin tiiriine ve hiicre tipine baghdir.
Hiicre oOliimiiniin baglamasi ve hiicresel bolinmenin sonlanmasi birka¢ saat alir.
Apoptozisin g¢ekirdekteki en onemli morfolojik 6zelligi kromatin yogunlagmasi ve
cekirdegin parcalara ayrilmasidir. Kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdek zarinin gevresi
boyunca bir halka seklinde baslar. Kromatin yogunlagsmasi1 sonucu cekirdek, zar
biitiinliigiinii bozmadan karyoreksis olarak tanimlanan bir olay ile yapidan ayrilir (44).
Bu morfolojik 6zellikler kaspazlar tarafindan farkli proteinlerin kirilmast ile
baglatilabilir. Lamin A ve Nuclear Mitotic Apparatus (NuMA) gibi c¢ekirdek ici
proteinler ¢ekirdegin yapisal bitiinliigiinii koruyabilirler. Apoptozisde bu proteinlerin
her ikisi de aktif kaspaz-3 ve -6 tarafindan kirilirlar (45). Apoptozisin en 6nemli 6zelligi
cift iplikli DNA’nimn interniikleozomal bolgelerden 180-200 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda
parcalara ayrilmasidir. Bu pargalanmalardan sorumlu proteinler; DNA’y1 pargalara
ayrran faktor 40 (DNA fragmentation factor, DFF 40) ve kaspazla aktive olan DNaz’ dir
(Caspase-activated DNase, CAD) (46).

Apoptozisin erken evrelerinde, apoptotik hiicrelerin ¢evrelerindeki komsu
hiicreler ile baglantisi kesilir. Komsu hiicrelerdeki aktin ve miyozin bagimli mekanizma
sinyallerini aktive eden baglar ve hiicre ylizeyindeki mikrovilluslar ortadan kalkar ve
plazma membraninda tomurcuk adi verilen yapilar olugsmaya baslar (47). Bu olaylar
takiben hiicre biiziiliir ve son olarak hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis hiicresel organelleri
ve c¢ekirdek parcalanmasini igeren, siki bir sekilde paketlenmis apoptotik cisimcikleri
olusturur. Olusan bu apoptotik cisimcikler daha sonra komsu hiicreler ve makrofajlar
tarafindan taninir ve fagositoz ile uzaklastirilir (48). Plazma zarindaki degisiklikler
apoptotik hiicrelerin taninmasi ile olur. Saglikli hiicrelerde fosfatidilserin (PS) plazma
zarinin i¢ ylizeyinde bulunur. Saglikli hiicrelerin tersine, apoptotik hiicrelerde plazma
zarinin dig yiizeyinde bulunan PS fagositik hiicrelerin apoptotik hiicreleri tanimasi i¢in
bir sinyal olusturur. Fagositik hiicrelerin reseptorleri PS’e baglanir ve fagositozu uyarir.
PS’e maruziyetin kaspaz bagimli oldugu bildirilse de mekanizmasi heniiz tam olarak

bilinmemektedir (49).



2.2.3. Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar

Hiicre Oliimiiniin iki tipi vardir; bunlar apoptozis ve nekrozdur. Her iki hiicre
oliim tipinde de diizenli olarak birbirini izleyen, fakat farkli morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler 6zellik gosteren olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (50).

Hiicre oliimiine neden olan bu iki 6nemli mekanizmanin baslatict etkenleri
farklidir. Apoptozisin gergeklesebilmesi i¢in hiicre ici ATP seviyesinin yiiksek olmasi
gerekirken, nekroz i¢in fazladan enerjiye gereksinim duyulmamaktadir. Hiicre ici ATP
seviyesi, hiicrenin apoptozis veya nekroz ile dlecegine karar verir. Apoptoziste, hiicre
icinde ATP azalmasma neden olmayan fizyolojik veya patolojik bir uyar1 olurken;
nekrozda ise baglatict nedenler agir hipoksi, toksinler ya da ATP eksikligine neden olan
faktorlerdir (33).

Nekroza ugrayan hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi sonucu siser, mitokondri genisler,
kromatin yapis1t normal kalir, organeller ¢Oziiniir, plazma zar1 biitiinliigiinii kaybeder,
hiicre i¢i materyali hiicre digina ¢ikar ve inflamasyon olusur. Apoptozisin nekrozdan en
onemli farki dokuda bir inflamasyon meydana gelmemesi ve genetik olarak kontrol
edilen fizyolojik olaylarla diizenlenmesidir (34). Apoptozise ugrayan hiicreler biiziiliir,
hacminin 1/3’iini kaybeder, plazma zarinda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre
sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcgalanir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmnip fagosite edildiginden

inflamasyon yanit olusmaz ve ¢evrelerindeki komsu hiicreler zarar gérmezler (39,51).

2.2.4. Apoptozis Mekanizmalan

Otonomik veya programli hiicre dliimii olarak da bilinen apoptozisde birbirini
izleyen basamaklarm neler oldugu tam olarak bilinmemektedir. Mekanizmasi tam
olarak bilinmese de apoptozis, cesitli hiicre i¢i veya hiicre dis1 sinyallerle baglamaktadir
(52,53). Apoptozis mekanizmasi i¢in, memeli hiicrelerinde tanimlanmis olan iki yol izi
bilinmektedir. Bunlardan birincisi hiicre zarinda bulunan reseptdr aracili sinyal yol izi,
digeri ise mitokondriden salinan sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz aktivasyon yol izidir.
Bu yol izlerinden 6liim reseptorleri iligkili olana “ekstrensek yol izi” denir. Kaspaz
aktivasyonu icin gerekli kaspaz aktivator proteinlerinin sitozole salinmasindan sorumlu

olan, mitokodrinin de katildig1 diger yol izi ise “intrensek yol izi” olarak bilinir (3-5).



Ayrica bunlarin diginda literatiirlerde fazla tanimlanmayan ve nasil olustugu tam olarak
bilinmeyen Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptozis mekanizmasi da
bulunmaktadir (54).

2.2.4.1. Mitokondri/Sitokrom ¢ Aracih Apoptotik Yol izi

Hiicre oliimiiniin diizenlenmesinde mitokondri énemli bir rol oynar. Normal
sartlarda sitokrom c, mitokondrinin zarlar arasi bolgesinde yer almaktadir ve ATP
olusumunda islevi vardir. Proton (H") ve diger iyonlar i¢ mitokondri zarinm her iKi
tarafinda bir elektriksel yiik olusturacak sekilde asimetrik olarak dagilmistir. DNA
hasar1, oksidatif stres, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, sitokinler, glukokortikoidler,
kemoterapoétik ajanlar, hormon ve biiylime faktorleri yoksunlugu sonucu hiicresel stres
meydana gelebilir. Hiicresel stresi takiben apoptozise giden bir hiicrede, mitokondrinin
dis zarinda, transmembran potansiyelinin diismesi sonucu zar gegirgenligi azalir ve
“permeability transition pore (PT)” ad1 verilen por olusumu gozlenir. Mitokondrinin dis
zarinin ~ pargalanmasiyla sitokrom ¢ zarlar arasi bosluga salimir (38,55-
57). Sitokrom c¢’nin mitokondriden sitozole salinimi apoptozisin baslamasi i¢in 6nemli
bir olaydir. Niikleotid trifosfat (d-ATP veya ATP) ile aktive olan sitokrom c apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ile etkilesime girer ve prokaspaz-9’un
agregasyonuna neden olur. Daha sonra sitokrom ¢, Apaf-1 ve prokaspaz-9 birleserck
apoptozom adi verilen ¢oklu protein kompleksi olusturur. Bu kompleksin olusumu
kaspaz-9’un aktivasyonuna ve kaspaz kaskadinin baglamasma yol agar (Sekil 2.1) (4,
52,55,58,59).
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EKSTRENSEK YOL izZi
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¢ Baslatict Retikulum Kaspaz-12
Kaspaz-9
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l l l Niikleus
APOPTOZIS APOPTOZIS

APOPTOZIS

I Oliim Bolgesi

Sekil 2.1. Apoptotik yol izleri (59 ’nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

2.2.4.2. Oliim Reseptorleri Yol iz

Direk kaspaz aktivasyonuna neden olan ikinci yol izi ise olim reseptorleri
(Death Receptor, DR) yol izidir. Bu apoptotik sinyal yol izi hiicre yiizeyindeki DR’ler
araciligi ile uyarilir. Bunlar; Fas (CD95,APO-1), timor nekroz faktoér reseptorii-1
(TNFR1, p55, CD120a), DR3 (Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD), DR4, DR5 (Apo2,
TRAILR2, TRICK2, KILLER), ve DR6’dir. Bu DR’ler, TNFR ailesinin iyesidirler
(36,60). DR yol izinin bilimsel ¢alismalarda en g¢ok yer alan iki iiyesi Fas ve
TNFR1’dir. Bu reseptor ailesinin biitiin iiyeleri C terminal uca yakin bulunan yaklagik
80 aminoasitten olusan bir bolge igerirler (61). Fas ve TNFR1’in mutasyon analizleri bu
bdlgenin apoptotik sinyal i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Bu nedenle bu bolgeler
korunmakta ve oliim bolgesi (Death Domain, DD) olarak adlandiriimaktadir (36).
Hiicre zarinda yerlesim gosteren protein yapidaki bu DR’ler, ligandlar1 ile baglaninca

sitoplazmik bolgelerindeki DD’lerden 3 veya daha fazlas1 dncelikle bir araya gelir ve
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adaptor protein i¢in bir baglanma bdlgesi olustururlar. Bu adaptor protein, reseptorlere
Ozgilindiir. Bunlar, Fas i¢in; Fas iligkili 6liim bolgesi (Fas associated death domain,
FADD) (Sekil 2.2.) (62) ve TNFR1 ve TNFR2 i¢in ise TNF iliskili 6lim bolgesidir
(TNF receptor associated death domain, TRADD) (39). Fasligand’in (FasL) dogal katil
hiicreler, sitotoksik T lenfositler veya TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin varliginda
ilgili DR’lere baglanmasi, reseptoriin sitoplazmik bolgesinde bulunan bir¢ok adaptor
protein ve prokaspaz-8, -10 gibi proenzimlerin indiiklenmesine ve bdylece Olimii
indiikleyen sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex, DISC) olusumuna
neden olur (Sekil 2.3.) (63). Kaspazlarin aktivasyonuyla DISC’de sinyal olusumu hiicre
tipine gore mitokondriye ihtiya¢ duyan veya duymayan hiicre Sliimiine neden olur

(54,60,64).

FADD
1 27 60 101 179 208

DED DD COOH

NES —
NLS —
Ser 191 —
Ser 194 —

DISC

OLUM LIGANDI
FaslL

OLUM RESEPTORU

FADD E H FADD
FADD
PROKASPAZ
E E E E @ g 8/10 DED
0 0
0 0 pED
+

Kaspaz-8
|:]:|:[:| AKTIF KASPAZ - 8

Fas

4
APOPTOZIS
Sekil 2.2. Fas ve Fas iligkili 6liim bolgesi (FADD) yapisi Sekil 2.3. DISC kompleksinin yapisi
(62 °nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir) (63 ’nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir)
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TNFR ailesinin bir {iyesi olan Fas, FasL.’ye baglanarak 6liimii aktive eder. Fas,
lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi1 kanser hiicrelerinde ve akcigerde bulunur. Bu
apoptotik yol izi, immiin yanittan sonra fazla miktarda iiretilen ve kiimelenen gereksiz
lenfositlerin uzaklastirilmasi gibi immun sistemin normal down regiilasyonu nda gérev
alir (65). TNFR ailesinin diger iiyeleri ise; TNFR1, TNFR2, lenfotoksin beta, sinir
biiyiime faktor reseptorii (Nerve Growth Factor Receptor, NGF-reseptor), CD40, CD27
ve CD30’dur. TNF ligandi, reseptorleri olan TNFR1 veya TNFR2 ile baglandiginda
apoptozisi aktive eder. TNFR1 pek ¢ok dokuda bu sinyalin aktivasyonu ve iletiminden
sorumlu iken TNFR2 timositlerde TNF bagimli sinyalden sorumludur (39).

Hepatositlerdeki apoptotik olaylar hiicre zarindaki 6liim reseptorlerine baglanan
farkli uyaricilarla diizenlenir. Hepatositlerdeki 6liim yol izini aktive eden reseptorler,
FasL, TNF-a veya TNF iligkili apoptotik uyarici ligandtir (TRAIL). Hepatositler, temel
olarak Fas eksprese ederler ve FasL’ye baglanmaya yiiksek oranda duyarlidirlar (66).
TNF ailesinin diger bir liyesi olan TGF-B ise 6lim reseptorlerine baglanmaz ancak
bunun intraselliiler sinyalleri intrensek yol izi aracili apoptozis mekanizmasinin
olusumuna neden olur (67,68). TRAIL normal dokularin hepsinde olmasa da 6zellikle
transforme edilmis hiicre dizilerinde apoptozisi indiikler. Bu islem TRAIL reseptorii 1
ve 2 (TRAILR 1 ve 2) tarafindan diizenlenir. insan HCC’sinde ¢ok fazla miktarda
TRAILR’nin ekspresyonu gozlenir (64).

2.2.4.3. Endoplazmik Retikulum Yol izi

Mitokondrial/sitokrom ¢ ve 6liim reseptor aracili apoptozisten farkli olan ve
mekanizmasi tam olarak bilinmeyen tigiincii yol izi ise endoplazmik retikulum (ER) yol
izidir (56). Bu yol izinin kaspaz-12’yi igerdigi ve mitokondriden bagimsiz fonksiyon
gosterdigi bildirilmektedir (69). Protein sentezinin diizenlendigi ve protein katlanma
bolgesi olarak da bilinen ER; hiicre i¢i kalsiyum dengesi, kalsiyum sentezi ve membran
proteinlerinin katlanmasini i¢eren birgok islevde kritik 6neme sahiptir (60). Hipoksi,
glukoz yetersizligi, kalsiyum dengesindeki bozukluklar ve serbest radikallere maruz
kalma gibi hiicresel stresler ER’nin hasar gormesine sebep olarak protein sentezinin
azalmasina ve protein katlanmalarinin agilmasma neden olur. Normal hiicrelerde, bir

adaptor protein olan TNF reseptor iliskili faktor-2 (TNF receptor associated factor 2,
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TRAF2) prokaspaz-12’ye baglanir ve onu inaktive eder. ER’nin strese maruz
kalmastyla TRAF2 ayrilir ve bu ayrilma kaspaz-12’nin aktive olmasina neden olur (70-
72). Aktive olan kaspaz-12, prokaspaz-9’a baglanir. Daha sonra aktif hale gegen
kaspaz-9 apoptotik yolaktaki en 6nemli efektor kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive etmek
icin prokaspaz-3’e baglanir. Kaspaz-12’nin sitokrom c salinimina neden olarak
intrensek yol izini uyardigmi gosteren kanitlar olmasma ragmen bu mekanizma

mitokondriden bagimsizdir (71).

2.2.5. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptotik hiicre 6liimii genellikle kaspaz kaskadi araciligi ile gerceklesir. Birgok
uyarici bulunmasina ragmen apoptozisin son basamagi olan hiicre 6liimii, yaygin birkag
efektor kaspaz tarafindan yiiriitiiliir. Mitokondrinin baslatic1 kaspazlar ile downstream
efektor kaspazlar arasinda bir baglant1 sagladigi goriiliir. Mitokondriden sitokrom c ve
apoptozis uyaric1 faktor (AIF) gibi proapoptotik molekiillerin serbest birakilmasmin
sinir hiicresi olmayan hiicrelerde kaspazlarin aktivasyonlarini hizlandirdig1 goriilmiistiir.
Kaspaz enzimlerinin bazilar1 ile Bcl-2 ile etkilesen protein (Bcl-2 interacting protein,
Bid) ve Bcl-2 iliskili X proteini (Bcl-2—associated X protein, Bax) AlF ve sitokrom ¢
gibi molekiillerin serbest birakilmasii uyarirken, B hiicreli lenfoma 2 (B-cell
leukemia/lymphoma 2, Bcl-2) ise serbest birakilmalarini engeller (73).

Apoptozisin sinyal iletimini kontrol eden yani apoptozisi baskilayan ya da aktive
eden bir¢ok diizenleyici mevcuttur (39). Proapoptotik veya antiapoptotik yol izlerinin
kontrolii pozitif ve negatif olarak genetik ve gevresel diizenleyiciler ile gerceklesir.
Genetik diizenleme hiicrenin kendi ¢evresinden gelen dis uyaricilar tarafindan
degistirilebilir. Oliim yoluna girmis veya oliime baslamis bir hiicre kendisini
apoptozisden kurtarabilecek yasam sinyallerini kabul edebilir (54). Bu diizenleyiciler
genetik olarak baglica 2 gruba ayrilir. Bunlar; Bcl-2 ailesi gibi protoonkogenler ile
cogunlugu proapoptotik olan p53, c-myc gibi tiimor baskilayici genler, DR’ler ve
kaspaz ailesi gibi genetik diizenleyicilerdir (33).
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2.2.5.1. Apoptozis Mediyatorleri

Son yillarda yapilan ¢alismalar serin proteaz, kalpainler ve proteazomlar1 da
iceren bir dizi farkli proteazin apoptozisdeki niikleaz rolii lizerinde yogunlagmustir (74).
Horvitz ve ark. tarafindan bir nematod olan Caenorhabditis elegans’da programlanmis
hiicre 6liimiinii arastirmak igin yapilmig bir ¢alismada interlokin 1B doniistiiriici enzim
(Interlokin 1f converting enzym, ICE) tizerine dikkatler ¢ekilmistir. Ced-9, memelilerde
hiicreyi 6liimden koruyan Bcl-2 ile benzerlik gosterir. Ced-4’iin heniiz memelilerde
tanimlanmis bir homologu yoktur. Ced-3 proteini ise memelilerdeki ICE ile yiiksek
derecede benzerlik gosterir. Bu sonuglar dogrultusunda ve ICE’nin asiri
ekspresyonunun apoptozisi uyardigi gozlemlenen c¢alismalar sonucunda ICE’nin
apoptozisin uyarilmasinda anahtar rol oynadigi dne siiriilmistiir (75).

Sistein igeren aspartat spesifik proteazlara kaspaz (Cysteine containing aspartate
specific proteases, caspase) adi verilmektedir (76). Giliniimiize kadar memelilerde
benzer Ozellikler gosteren 14 kaspaz tanimlanmistir. Biitiin bu kaspazlar aspartat
spesifik proteazlardir. Aktif bolgelerinde “QACXG” ( X; R, Q veya D olabilir.)
korunmus pentapeptid icerirler ve hepsinin 6ncii molekiilleri prokaspaz olarak bilinen
zimojenlerdir (77). Inaktif proenzimler seklinde bulunan bu kaspazlar, proteolitik
hidroliz ile aktive edilmektedirler (41). X 1sm kristal yapisi ve peptid dizileme
caligmalari, bu proenzimlerin katalitik olarak dayanikli ve 32-55 kDa agirliginda 3
bolge igeren, tek zincirli bir polipeptit oOlarak sentezlendigini gostermislerdir.
Merkezinde katalitik aktif bolge igeren, 17-22 kDa agirliginda bir internal bolge (p20),
kiigiik katalitik alt {inite olarak da adlandirilan 10-13 kDa agrhgindaki kiigiik C
terminal bolge (p10) ve DD olarak adlandirilan 3-24 kDa agirliginda NH, terminal
bolgelerini icerir (Sekil 2.4) (77). Kaspazlarm birgogunda p20 ve pl0 alt birimleri
kiigiik baglant1 dizisiyle ayrilirlar. Kaspazlar iki kirilma olayiyla tam olarak fonksiyonel
proteazlara déniistiiriiliirler. Ilk proteolitik kirilma, biiyiik ve kii¢iik kaspaz alt
birimlerinden zinciri ikiye ayirir, ikinci kirilma ise N-terminal predomaini uzaklastirir
(78). Ayrilma isleminden sonra 2 kii¢iik 2 biiyiik alt birimden olusan heterotetramerik
yaptya sahip kompleks aktif bir kaspaz yapisi olusur (79).
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Sekil 2.4. Prokaspaz ve aktif kaspazin yapisi (77 ‘nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

Prokaspazlarin biiyiik N terminal prodomainleri, DD siiper ailesi olarak bilinen
apoptotik sinyallerin iletiminde gorevli 80-100 aminoasit uzunlugunda yapisal motif
icerirler. Bu DD’ler, aktivasyonundan 6nce kaspazlarin plazma zarma saliverilmesini
saglayan, apoptotik yol izinin downstream’inde onemli rol oynayan Oliime yardimci
olan bolge (Death effector domain, DED) ve kaspazlar1 organize eden bolge (Caspase
recruitment domain, CARD) olarak adlandirilan 2 bolgeye sahiptir (77).

Kaspaz ailesi amino asit dizilerindeki benzerliklere gore 3 alt gruba ayrilir (Sekil
2.5) (80). Bunlardan ilk ikisi baslatic1 ve efektor kaspazlardir ve apoptotik siiregte gérev
alirlar. Ugiincii grup ise apoptotik siiregte herhangi bir rol oynamayan fakat sitokinlerin
olgunlagsmasina aracilik eden ve inflamatuvar yanitta gorev alan kaspazlardir (79).
Apoptotik siirecte yer alan kaspazlar N terminal prodomainlerinin uzunluguna gore 2
sinifa ayrilirlar. Bu farklilik fonksiyonel olarak dnemlidir (81). Prokaspaz-14 disindaki
biitlin inflamatuvar kaspazlar ile apoptozis aktivatorii kaspazlarmm hepsi uzun
prodomainlere sahiptirler (82,83). Uzun prodomaine sahip kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5
ve kaspaz-12 inflamatuvar kaspazlar veya grup | kaspazlar olarak da adlandirilir ve

inflamatuvar yanitta rol alirlar. Uzun prodomaine sahip (>90 aminoasit) bir diger kaspaz
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grubu, DED igeren kaspaz-8 ve kaspaz-10 ile CARD igeren kaspaz-2 ve kaspaz-9 ise
basglatict kaspaz olarak da bilinen grup Il kaspazlardir. 20-30 amino asit uzunlugunda
olan, efektor, oldiiriicti veya grup 111 kaspazlar olarak da adlandirilan kaspaz-3, kaspaz-6
ve kaspaz-7’yi iceren son grup ise kisa prodomaine sahip kaspazlardir. Apoptotik
sliregte en Onemli enzimler arasinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 bulunmaktadir

(77).

kaspaz-13 (ERICE)
ICE _ . . i
- kaspaz-5 (ICErel l,TY) Inﬂamasyon
Alt ailesi
—— kaspaz-4  (ICE, Il TX, ICH-2) Grup|
kaspaz-1 (ICE)
— | kaspaz-7 | (MCH3, ICE-LAP3, CMH-1)
L | kaspaz-3 | (CPP32, apopain, Yama)
kaspaz-6 | (Mch2) )
Apoptozis
kaspaz-8  (MACH, FLICE, Mch5) Grupli
kaspaz-10 (Mch4) Grup i
CED3
Alt ailesi kaspaz-2 (ICH-1)
kaspaz-9  (ICE-LAP6, Mché)

Sekil 2.5. insan kaspaz ailesi (80 'nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

2.2.5.1.1. Kaspaz-3

Apoptozisin efektor kaspazlarindan biri olan kaspaz-3, apoptozis siirecinde
bircok farkli sistem tarafindan kirilan niikleer enzim, poli ADP Riboz polimeraz
(PARP) gibi bircok anahtar proteinin kismen veya tamamen proteolitik kirilmasindan
sorumludur. Ced-3 ve kaspaz-1’in aktif bolgelerini kodlayan DNA dizileri kullanilarak
yapist aydmlatilan ve CPP32 olarak da adlandirilan kaspaz-3’iin, insan kromozomunun

40933-035.1 bolgesinde bulunan 32 kDa agirliginda bir sistein proteaz oldugu
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gosterilmistir (84). Daha sonra yapilan bir ¢aligmada ise kaspaz-3 Yama ve apopain
olarak tanimlanmistir. PARP’1n kirilma bolgesinin (DEVD |G) bilinmesine dayanarak,
Ac-DEVD-AMC modeli substrat olarak, Ac-DEVD.CHO ise spesifik inhibitorii olarak
sentezlenmistir. Kaspazlara 0zgii substratlar ve kirilma bolgeleri Cizelge 2.3’de
gosterilmistir (85). Apoptozisin 6liim fazi siirecince kaspaz-3, PARP’dakine benzer
olarak yaygin bir sekilde Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) motiflerini igeren ¢ok sayida
substratin tamamen veya kismen proteolitik kirilmasindan sorumludur (74).

Tamir mekanizmasii ve normal hiicre fonksiyonunu siirdiiren bir¢ok protein,
apoptozis siirecinde kirilmaya ugrar. PARP ve DNA-bagimli protein kinaz’mn katalitik
alttinitesi (DNA-PKs) DNA tamir mekanizmas ile ilgilidir. Apoptozis siirecinde kirilan
yapisal proteinler fodrin, aktin ve Gas2 gibi hiicre iskeleti proteinleri ile NuMa ve lamin
A gibi ¢ekirdek yapisimin olugsmasima katkida bulunan proteinleri igerir. Bu proteinlerin
veya heniiz tam olarak tanimlanmayan diger proteinlerin kirilmasi apoptotik hiicre i¢in
karakteristik olan, c¢ekirdek yogunlagsmasi ve c¢ekirdek zarin1 tomurcuklanmasi gibi

gozlemlenmis birgok biyokimyasal ve morfolojik 6zellikten sorumludur (86).

Cizelge 2.3. Kaspazlara 6zgii substratlar ve kirtlma bolgeleri

P4-P1.
Spesifik grup Uygun tamima motifi ~ Amino asit dizisi
Grupl Kaspaz-1 WEHD
Kaspaz-4 WEHD VEHD
Kaspaz-5 WEHD
Kaspaz-13 WEHD
Grup Il  Kaspaz-2 DEHD
Kaspaz-3 DEVD DEXD
Kaspaz-7 DEVD
Grup III  Kaspaz-6 VEHD
Kaspaz-8 LETD
Kaspaz-9 LEHD (VL) EXD
Kaspaz-10 LEXD

(Cizelge 2.3. 85 'nolu kaynaktan almarak diizenlenmigtir).

Kaspaz-3 gen hedefleriyle apoptozisde derin hasarlar olusturulmus fareler ile

yapilan ilk ¢aligmada, mendel yasalariyla beklenenden daha az sayida fare dogmustur.
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Dogan fareler, ayn1 anneden dogan diger farelerden daha kiiciik olup 1-3 haftalikken
Olmislerdir. Fenotipleri onemli 6lgiide smnmrlanmistir. Embriyonik kalp, akciger,
karaciger ve bobreklerde gozle goriinlir bir anormallik gézlenmezken en fazla sinir
sisteminde etki gostermistir (87, 88).

Kaspaz-3’iin apoptozis indiiksiyonundaki temel rolii Zheng ve ark. tarafindan
knockout farelerinin hepatosit ve timositlerinde yapilan ¢alisma ile gosterilmistir. Buna
gore; kontrol hiicreleri ile kaspaz-3'/' hepatosit ve timositler aynt hizda &lmelerine
ragmen, FasL’den ekprese olan 3T3 hiicreleri ile yeniden kiiltiire edildiginde, 6 saat
icinde yabanil tip hiicrelerin ¢ekirdeklerinin pargalara ayrildigi ve sitoplazmik tomurcuk
olusumu gibi tipik apoptotik ozellikler gosterdigi fakat kaspaz-3'/' hiicrelerde bu
ozelliklerin gézlenmedigi bildirilmistir (89).

2.2.5.1.2. Kaspaz-8

FLICE olarak da bilinen kaspaz-8 insan kromozomunun 2933-34 bolgesinde yer
alir. Bir¢ok 6liim reseptdrii tarafindan aktive olan bu proteaz, apoptotik siirecte oldukca
onemlidir (90). Kaspaz-3 ve -8 katalitik bolgelerinin uzunluklari, aktif bolgelerinde
sistein yer almasi ve aktivasyonlar1 i¢in gerekli formun sekillenmesi bakimindan yakin
benzerlik gosterirler. Bu iki kaspaz arasindaki dikkat ¢ekici farklilik ise, kaspaz-8’deki
2 DED igeren N terminal bolgenin uzunlugudur. Aktive olmus DISC’lerin
immiinopresipitasyon deneyleri prokaspaz-8’in, aktive reseptor kompleksinin bir
bileseni oldugunu gosterir. Prokaspaz-8’in DED bolgeleri ile FADD ve TRADD’in
DD’leri arasindaki dizi benzerliklerinden dolayr DD proteinleri Fas ve TNFR ile
iligkilidir. Bundan dolay1 aktive olmus DISC’in bir bileseni olarak TNF-a gibi bir¢ok
efektor tarafindan uyarilan prokaspaz-8 direk sinyal iletiminde yer alir (Sekil 2.1). Fas
veya TNF reseptorlerinin FasL veya TNF-a ile aktivasyonu prokaspaz-8’in otokatalitik
aktivasyonu sonucu olusur. Aktive kaspaz-8 daha sonra aktivasyonlar1 ve otokatalitik
islevleri icin yeterli destege sahip olmayan intraselliiler konsantrasyonlu kisa
prodomainleri iceren kaspaz-3 gibi diger kaspazlarin downstream’ine neden olur. Bu
nedenle kaspaz-8’in Fas veya TNF aracili apoptotik kaskatta ilk sirada bulundugu

belirtilmistir ve upstream kaspaz olarak tanimlanmigtir (91).
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2.2.5.1.3. Kaspaz-9

Insan kromozomunun 1p36.2 bolgesinde yer alan, yaklasik 35 kb agirhigda
olan kaspaz-9 (ICE-LAP6/Mch6, APAF-3) (92) Ced-3 alt ailesinin bir iiyesidir ve
kaspaz-3 ile yiiksek benzerlik gosterir. Kaspaz-9 ve ailenin diger iiyeleri arasindaki
temel fark, aktif bolgede bulunan pentapeptittedir (QACGG). Oyle ki kaspaz-9’da
Arg’nin yerine Gly bulunur. Prokaspaz-9 kiigiik ve bityiik alt birimleri, P*? EPD|A ve
D**'QLD|A arasinda iki potansiyel islem blgesi igerir. D**’QLD| A motifi, PARP’daki
DEVD|G bolgesi ile benzerlik gosterir. Bu da kaspaz-9’un kaspaz-3 ile aktive
edildigini gosterir. P*?EPD | A motifi ise potansiyel P bolgesindeki asidik kalint iceren
Granzim B kirilma bdlgesidir (74). DNA hasar1 gibi hiicresel bir stres oldugu zaman
sitozolde bulunan proapoptotik proteinler aktive olur ve mitokondrinin gecirgenligini
bozarak MPT por olusumuna neden olur. Bunun {izerine mitokondrinin iginde bulunan
sitokrom ¢ sitozole salinir. Sitozolik dATP veya ATP varliginda, Apaf-1, sitozolik
sitokrom ¢ ve prokaspaz-9 birleserek apoptozom adi verilen kompleksi olusturur.
Aktive olmus kaspaz-9 daha sonra prokaspaz-3 ve -7’yi aktive eder (63).
Apoptozom’un merkezi bileseni olan Apaf-1; N ucunda CARD, daha sonra genis
niikleotit baglayan bir bdlge ve C ucunda ise 12-13 WD40 tekrarini iceren 3 bolgeden
olusur (Sekil 2.6) (93). CARD kaspaz-9’un prodomaini ile etkilesimi i¢in gereklidir.
CARD ve niikleotit baglayan bolge sitokrom c ve dATP varliginda Apaf-1’in

oligomerizasyonundan sorumludur (94).

(b) Kapali form (c) Yari agik form
J v
sitokrom ¢ e
(a) Apaf -1 |
WD40 sitokrom ¢ (d) ATP=(d)ADP ¢
& baglanmasi [ degisimi )
CARD NB - ARC WD40 [ WD40 |- /—-- P — y
' L CRD Ne-aRC
; y o
AMAATPz || Winged [ super Nikleotit degjsini .
, heliks helikal sonucu agresyon .
a/f  helikal

Apoptozom

Sekil 2.6. Apoptozom kompleksinin olusumu (93 'nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).
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2.2.5.2. Kaspaz Inhibitorleri

Kaspazlarin aktivasyonu Ve inaktivasyonu c¢esitli proteinler, iyonlar ve
apoptozisi inhibe eden proteinler (Inhibitors of apoptosis proteins, 1APs), Bcl-2 ailesi
proteinleri, Calpain, Ca**, Granzim B ve sitokin yanit degistiricisi A (Cytokine response
modifier A, Crm A) gibi faktorlerle diizenlenir (81).

IAP’ler hem filogenetik hem de fizyolojik agidan genis ¢apta exprese olan
apoptotik inhibitorlerdir (95). IAP’ler apoptozisi Bcl-2 ailesi liyelerini de igine alan
diger apoptotik inhibitor ailelerinden daha etkin olarak inhibe eder. Son yillarda
[AP’lerin apoptozisin molekiiler mekanizmasinda rol oynayan 6nemli diizenleyiciler
oldugu gosterilmistir. Bugiine kadar, NAIP, cIAP1, cIAP2, X-chromosome-linked IAP
(XIAP), survivin, apollon ve livin olmak tizere birbirine benzer 7 tane insan IAP
tanimlanmistir. Biitlin aile iiyeleri, 1-3 N terminal bolgelerinde Baculoviriis IAP
tekrarlar1 (BIR) olarak bilinen 20 aminoasitlik bir bolge ile C terminal bdlgelerinde
korunmus bir “really interesting new gene” (RING) Zn bolgesi bulundurur (94,95). Bazi
[AP’lerde RING Zn bdlgesi bulunmamasina ragmen, bu bolgelerin varlig1 antiapoptotik
fonksiyonlar1 igin gereklidir. Bunlarm apoptotik baskilamadaki temel rolleri kaspaz-3
ve -7’nin direkt inhibisyonudur (96,97).

Baculoviriisleri ve poxviriisleri gibi bir¢ok viriisiin gen {iriinii olan ve gdrevleri
kaspazlarin islevlerini inhibe etmek olan dogal (viral) kaspaz inhibitorleri de
bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok bilinenleri cowpox viriis tarafindan iiretilen Crm
A’dir. Cowpox viriisiinden elde edilen 38 kDa agirliginda bir gen iirlinii olan Crm A
serpin benzeri bir molekiildiir (81) ve viral enfeksiyon yoluyla inflamatuvar yanit
inhibisyonunu ve apoptozis inhibisyonunu kolaylastirdigi1 saptanmistir. Kaspazlari
inhibe ederek apoptozisi azalttigi1 goriilen diger bir viral gen iiriinii de baculoviriisden
elde edilen ve 35 kDa agirligindaki p35 proteinidir (76).

Granzim B, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimdr hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler, normal olarak sitotoksik T
lenfositler (CTL) ve dogal katil hiicrelerin sitoplazmik bdlgelerinde bulunurlar.
CTL’lerin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin
membranma baglanarak membranda porlar meydana getirirler. Olusan bu porlar
sitozolik Ca®* diizeylerinin hizla artmasina yol agar. Perforinlerle birlikte salgilanan ve

bir ¢esit serin proteaz olan Granzim B de bu porlar araciligi ile hiicre igine girer.
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Granzim B prokaspaz-3, -7, -8, -9 ve -10 gibi bir¢ok prokaspazin aktivasyonuna neden
olarak enfekte olmus hiicreleri apoptozise gotiiriir (98).

Calpain, papainaz ailesinden Ca®* bagimh bir gesit sistein proteazdir. Genel
olarak Calpain’in nekrozda ve apoptozisde arttig1 bilinmektedir. Calpain ve kaspaz-3
fodrin, Ca®* bagimli protein kinaz ve ADP-ribozil transferaz/PARP gibi bircok ortak
substrat1 paylasirlar (98).

Niikleer faktor kappa B (NF-kB) apoptozis ve inflamasyon gibi patolojik
olaylarda genlerin diizenlenmesi ile ilgili olan dimerik transkripsiyon faktoriidiir.
NF-xB aktivitesi hiicre bliyiimesi, farklilagsmasi, gelismesi, apoptozis ve hiicresel redoks
dengesindeki degisikliklere uyan yanitlar1 da iceren 150’den fazla genin indiiklenmesini
icerir. Sitokinler, patojenler, stres ve kemoterapdtik ajanlari da iceren birgok dis uyarici
NF-kB’nin aktivasyonuna neden olur (99).

Bir¢ok herpes viriisiinde bulunan FLICE inhibit6ér proteinleri (VFLIPS), 6liim
reseptorleri yoluyla apoptozis sinyallerini engeller. vFLIP’in hiicresel homologu 8 ayr1
grup tarafindan kesfedilmis ve cFLIP/Casper/CASH/FLAME/I-
FLICE/MRIT/CLARP/USurpin olarak adlandirlmistir. cFLIP protein yoksun kaspaz
homologudur. Bu inhibitor kaspaz-8’in ¢esitli 6liim reseptorlerine baglanmasini ve
dolayisiyla 6liim reseptorlerinin aktivasyonunu engeller (100). cFLIP’in uzun formu
(cFLIP.) iki DED ve ilave olarak kaspaz-8’e homolog kaspaz benzeri bolge igerir. Fakat
cFLIP., Cys-His iceren 2 atomlu katalitik molekiilden yoksundur ve proteolitik
aktiviteye sahip degildir. cFLIP_, DD’lerle kaspaz-8 ve FADD’a baglanir ve kaspaz
kaskad1 boyunca devam eden efektor kaspazlarin aktivasyonunu engelleyerek kaspaz-8
basamaginda apoptozisi bloke eder (Sekil 2.7.) (62,83,100). cFLIP’in kaspaz-8’¢ orani
DISC’in olusumu i¢in Onemlidir. DISC’in olusumu cFLIP’in hedef molekiiliine
baglanmasini1 gerektirir. CFLIP’in otoimmiinite ve timor gelisiminde onemli islevi
oldugunu belirtilmistir. Diger yandan cFLIP’in kaybi kardiyak infarktiis ve inflamatuvar

miyopatiler gibi hastalik siireglerinde 6nemli olabilir (53).
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Sekil 2.7. FLIP inhibitor proteinlerinin yapisi (62 nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

Mitokondrinin dis zarinda gegirgenligin artmasi1 mitokondriden sitokrom c, AIF,
endoniiklez G, HtrA2/Omi ve prokaspaz-2, -3 ve -9 salinmasina neden olur. AIF’nin
mitokondriden niikleusa go¢ etmesi, kaspaz bagimsiz kromatin yogunlasmasi ve DNA
fragmentasyonunu indiikler. Endoniikleaz G ise direk olarak kaspaz bagimsiz DNA
kirilmasma yol acar (54). Son galismalarda apoptotik siiregte mitokondriden salinan
Second Mitochondrial derived Activator of Caspasee/Direct inhibitor of Apoptosis-
Binding protein with LOw pl (Smac/DIABLO) olarak adlandirilan yeni bir protein
kesfedilmistir. Bu proteinin islevi apoptozis inhibitorlerinin sitoplazmik inhibit6rii olan
IAP’lere baglanmak ve onlarin antiapoptotik etkilerine katkida bulunmaktir.
Smac/DIABLO ve sitokrom c¢’nin diizenli bir sekilde salindigi goriiliir. Sitokrom c,
Apaf-1°’i aktive ederken, Smac/DIABLO IAP’lere baglanarak kaspaz inhibisyonuna
yardim eder. Bazi hiicresel sistemlerde hiicre 6liimii i¢in sitokrom c gerekli olmasma
ragmen yeterli diizeyde degildir. Bu sistemlerde, Smac/DIABLO o6liim i¢in yeterli
olacak ikinci bir faktordiir (78).
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2.2.5.3. Antiapoptotik Proteinler

2.2.5.3.1. Bcl-2 Gen Ailesi

[lk kez insan follikiiler lenfomasinda bulunan Bcl-2 geni, kromozomal
translokasyondan kaynaklanan bir gen {iriinii olarak tanimlanmistir. Daha sonra
yasamsal bir faktor olarak rol aldig1 kesfedilmis ve bir onkogen oldugu diistiniilmiistiir.
Bu genin apoptozisle direk iliskisi C. elegans’ta apoptozis baskilayicisi olan Ced-9’un
insandaki homologu olmasi ile aciklanir (101). Son ¢aligmalarda Bcl-2’nin; biiyiime
faktorii yoksunlugu, radyasyona maruz kalma, c-myc veya anti kanser ilaglar gibi birgok
uyart ile tetiklenmesi sonucu memelilerde apoptozisi baskiladig: bildirilmistir (55). 230
kb bir protoonkogen olan Bcl-2, mitokondrial membranda yer alan 24-26 kb’luk bir
proteini kodlar. Bu proteinin GTP baglayict bir protein oldugu ve heniiz tam
anlagilmayan bir mekanizma ile apoptozisi engelledigi bilinmektedir (38). Biitiin Bcl-2
gen ailesi liyeleri mitokondrinin dis zarinda homo- veya heterodimerler halinde
bulunurlar ve por olusumu ve iyon kanallarmin sekillenmesini saglarlar (5,54).

Apoptozisin intrensek yol izi Bcl-2 ailesinin iiyeleri ile diizenlenmektedir.
Insanlarda su ana kadar Bcl-2 gen ailesinin 20 iiyesi tanimlanmistir (5). Bcl-2 ailesinin
biitiin tiyeleri yapilarmda bulunan Bcl-2 homoloji bélgelerinden (BH1-BH4) en az birini
tagir. Bcl-2 ailesinin proteinleri yapisal ve islevsel ozelliklerine gore 3 alt gruba
ayrilirlar. Grup I antiapoptotik aktiviteye sahipken grup II ve grup III ise proapoptotik
aktiviteye sahiptir (54). Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan hidrofobik
cep ve amfipatik a-heliks bolgelerine baghdir. BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri hidrofobik
cebi olusturur, amfipatik a-heliks ise BH3 bdlgesinde yer alir. Proapoptotik ya da
antiapoptotik liyeler birbirlerine hidrofobik cep iizerinde bulunan BH3 bdlgesinden
baglanirlar. Bu baglanma apoptozisin baslamasi i¢in BH3 bolgesinin gerekli oldugunu
gostermektedir (102).

Grup | antiapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi inhibe eden proteinlerdir. Bu
proteinler, transmembran domain ile birlikte, BH1, BH2, BH3 ve BH4 domainlerini

icerirler. Bu grupta Bel-2, Bcl-X, Bel-w ve Mcl-1 yer alir (102).
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Grup Il proapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi uyarict Ozellik gosteren
proteinlerdir. Bu grupta yer alan Bax, Bak, Bok/Mtd yapilarinda BH4 hari¢ diger
bolgeleri igerirler (5, 102).

Grup 111 BH3 only-Bcl-2 ailesi: Sadece BH3 bolgesi icerirler ve proapoptotik
etki gostererek apoptozisi uyarici etki gosterirler. Bu grupta, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk,
Bcl-Xs Noxa, Bcl-G, Nip3, Bmf ve PUMA yer alir. Bu proteinlerden Bid, Noxa, Bmf
ve PUMA’da transmembran bdlge gosterilmemistir. Bunlar sadece BH3 bolge icerirler
(5,102).

Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri hiicreyi birgok farkli uyaridan korur ve hiicrenin
yasami i¢in onemlidir. Ilging sekilde bazi durumlarda Bcl-2 ve Bcl-X_ kaspazlar
tarafindan kirilmaya ugrarlar ve kirilma ile bu proteinler prosurvival ozelligini
kaybederek sitokrom c¢’nin mitokondriden salinimini indiikleyen proapoptotik 6zellige
sahip olur (102).

Bcl-2, Bcl-X. ve Bax sentetik lipit membranlarinda iyon kanallarinin
olusumuna neden olurlar. Bcl-2 ve Bcl-X. ¢ekirdek, ER ve mitokondrial zarda yer alir.
Mitokondrideki Bcl-2 ve Bcl-X_ sitokrom ¢, Apaf ve AIF gibi molekiillerin
mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan sitoplazmaya ge¢mesini dnler. Sitokrom ¢ ve AIF
sitoplazmaya gectikten sonra direkt kaspazlari aktive ederler. AIF’nin salmimi, zar
gecirgenligi ve zar potansiyelinin diismesi gibi mitokondriyal bozukluklarin olugsmasina
baglhidir. Bcl-2/BclX|, heniiz ag¢iklanmayan bir mekanizma ile mitokondriyal
bozukluklar1 dnler (103).

Bir ¢esit proteaz olan AIF, kaspazlar1 aktive etme Ozelliginin yani sira
cekirdegin apoptotik morfolojik degisikliklerini indiikleme kabiliyetine de sahiptir.
Sitokrom c’nin salinim mekanizmasi ve bu salmmmin Bcl-2/BclX, tarafindan nasil
onlendigi heniiz bilinmemektedir (103).

Bcl-2 ailesi proteinlerinin dikkat c¢ekici ozelliklerinden birisi de homodimer ve
heterodimer olusturabilme kabiliyetidir. Bu ailenin antiapoptotik ve proapoptotik
iiyeleri arasmdaki heterodimerizasyon, birbirlerinin biyolojik aktivitelerini inhibe
ettigini diisiindiirtiyor. Apoptotik aktivite i¢in BH1, BH2 ve BH3 e ilave olarak BH4’iin
olmasi gerekliyken proapoptotik aktivite igin BH3 olmasi gerekir (103).
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2.2.5.3.2. p53

Bir tiimor baskilayici gen olan p53, insan tiimdrlerinin % 70’ini inaktive eden
hiicre dongiisiinli diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (104). Birgok organizmada
kanserin baskilanmasinda gorevi olan ¢ok Onemli bir proteindir. p53 proteini hiicre
bliylimesinin  durdurulmasi, apoptozis, hiicre farklilagmast ve DNA tamir
mekanizmasinda gorev alir (105).

Hiicre tipi, sitotoksik ilaglar, gama radyasyon, 1si, sok, hipoksi, osmotik sok,
DNA hasar ajanlar1 gibi bir¢ok ¢evresel uyarict bir hiicrenin hiicre siklusunda durmas:
veya apoptozise devam etmesi yoniinde etki gosterir (104,106). Normal bir hiicrede
DNA hasarini takiben p53 seviyesi hizlica artar, p53 stabilize olur ve hiicre siklusunu
G1 fazinda durdurarak hiicreye kendini tamir etmesi i¢in zaman kazandirir. Hiicre hasar1
tamir edilemeyecekse hiicre apoptozise gider (106). p53’iin G1 evresini gegip hiicrenin
Oliimiinii nas1l sagladigi tam olarak bilinmemektedir (105).

Hasarli hiicrelerde fonsiyonel p53 yoksa hiicre stiklusu kontrol edilmeden ilerler.
p53’in diizenleyici aktivitesi ise negatif diizenleyici murine double minute 2 (Mdm2)
proteini ile saglanir. Mdm2 proteini, p53°t kontrol altinda tutar ve p53’iin GI1/S
gecisinde siklusu durdurur ve apoptozisi engeller. Radyasyon vb. etkilerle DNA’da bir
hasar meydana geldiginde Mdm?2 proteininin p53’e baglanma bdlgesinde yapisal
degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle Mdm2 p53’ii baglayamaz ve serbest p53’iin
transkripsiyonel aktivitesi hiicre siklusunu G1 noktasinda durur ve Bax genini aktive
ederek hiicreyi apoptozise gotiiriir. Mdm2, p53°lin transkripsiyonunu azaltir veya p53°e
baglanarak aktivitesini inhibe eder (105,107).

2.2.5.3.3. c-Myc

c-Myc geni, kromozomun 8q24 bolgesine yerlesmistir. c-Myc proteini Janus
kinaz (JAK) ailesinin bir {iyesidir. Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve
apoptozis ile iligkili genlerin transkripsiyonlarmni diizenleyen bir fosfoproteindir (108).
Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (Insuline-like growth factor-1, IGF-1) gibi
antiapoptotik sitokinler veya Bcl-2 gibi apoptozisin negatif diizenleyicileri varhigmnda c-
Myc hiicresel ¢ogalmay1 saglarken bu faktorlerin yoklugunda ise c-Myc ailesi

apoptozise neden olur (109). c-Myc geninin asir1 {iretimi veya gen yapisindaki
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degisiklikler hiicre dongiisiiniin bozulmasina neden olur ve p53°e bagli yoldan hiicrenin

apoptozise gitmesine neden olur (107).

2.2.5.4. Proapoptotik Proteinler

Proapoptotik proteinler genlerin aktivasyonunu saglayarak apoptozisi uyarici
yonde aktivasyon saglarlar. Bu grupta BH4 bolgesi disinda diger ii¢ bolgeyi de igeren
Bax, Bak ve Bok ile sadece BH3 bdlgesi igeren proteinler olan Bad ve Bid de yer alir
(102). Sadece BH3 bolgesini igeren protein grubundan olan Bad’in hedefi Bcl-2/Bcl-X .
gibi antiapoptotik proteinlerdir. Bad Bcl-X.’ye baglanma kapasitesi ile Bcl-2 ve Bcl-
X’ nin 6liim baskilayici aktivitelerini antagonize eder. Bad’m BH3 bolgesi Bcl-X, ile
etkilesiminde ve hiicre 0liim aktivitesinde Oonemlidir. BH3 bdlgesi Bcel-2 gibi 6liim
baskilayicilarma direkt baglanir ve onlarin Bax ve Bak gibi proapoptotik aile liyeleri ile
etkilesimini bloke ederler (109).

Bid; Bcl-2 ile interaktif etkilesime giren proapoptotik sadece BH3 bdlgesini
iceren proteinlerden biri olarak tamimlanir. Bid’in Bcl-2 ile heterodimer olusturma
kabiliyeti ve hiicre Oliimiinii indiikleyici aktivitesi mutasyon analizleri ile ortaya
konmustur. Bid’in Bax ile etkilesime girme kabiliyeti sitotoksisite ile iligkilidir. Bid’in
Bax ile etkilesimi sitokrom ¢’nin mitokondriden salinimina neden olan Bax’in yapisal

degisimi ile ilgilidir (109).
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2.3. Benzimidazol Tiirevi Bilesikler ve Apoptozis

Benzimidazol halkasi, benzen ve imidazol halkalarinin birlesmesiyle
olusmaktadir. Benzimidazol halka sistemi, iki farkli yapida azot atomu tasimaktadir. Bu
halka sisteminde numaralandirma iizerinde hidrojen atomu tasiyan ve “imino azotu”
veya “pirol azotu” olarak adlandirilan azot atomuna 1 numara verilerek baslanir. imino
azotunun tasidigi hidrojen atomu ise, “imino hidrojeni” olarak adlandirilir.
Numaralandirmaya tersiyer yapidaki “piridin azotu” ya da “tersiyer azot” olarak

tanimlanan azot atomuna 3 numara verilerek devam edilmektedir (Sekil 2. 8) (110).

Sekil 2.8. Benzimidazol halkasi ve benzimidazol tiirevi bilesiklerin kimyasal formiili

Benzimidazoller bazik 6zelligi asidik ozelliginden daha fazla olan amfoterik
karaktere sahip bilesikler olup metallerle tuz olustururlar. Benzimidazollerin bazik
Ozellikleri, ortaklanmamis elektron c¢iftine sahip olan tersiyer azot atomundan
kaynaklanmaktadir. Asit 6zelliklerini ise tasidiklar1 imino hidrojeni ile gosterirler.
Imino hidrojeni ortama proton verir. Elektron cekici gruplarm siibstitiisyonu da asit
ozelliklerini artirir. (111)

Benzimidazol halkasi, yasam i¢in gerekli olan bazi biyolojik molekiillerin
yapisinda yer almaktadwr. “Hem” tasiyan hemoglobin molekiilii, vitamin Bip
(siyanokobalamin) ve tiirevleri ile bazi metalloproteinler gibi biyolojik molekiillerin
islevlerinden sorumlu aktif bdlgelerinde siibstitliie imidazol ve benzimidazol halkalar
yer almaktadir. (112). Benzimidazol tiirevi bilesiklerin; antihistaminik (113), antiiilser
(114), anti-inflamatuvar, analjezik (115), antioksidan (116), anti-HIV-1 (117),
antibakteriyal (118), antiproliferatif (119), antiallerjik (120) antitumor (121-123) ve
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potansiyel antitlimor aktivitelere sahip olduklar: bildirilmistir (124-127). Son yillarda
yeni benzimidazol halka sistemleri farkli ilag gruplarinin etken maddesi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Omeprazol, astemizol, klemizol, droperidol) (128). Bu halka
sistemleri piirin ¢ekirdegini tasiyan adenin ve guanin izosteri olup, piirin antimetaboliti
olabilir. Bu nedenle, canli sistemlerde benzimidazol halkasinin biyopolimerlerle
kolayca etkilesim gosterebilecegi diistiniilmektedir (12).

Kanser tedavisinde kullanmak iizere arastirmacilarin {izerinde calistiklar1
heterosiklik halkalardan biri de benzimidazol halkasidir. Son yillarda benzimidazol
tiirevlerinin antitiimor aktiviteleri lizerine ¢ok sayida arastirma yapildig1 goriilmektedir
(129). Ayn1 zamanda, benzimidazol yapisi tasiyan bazi bilesiklerin apoptozis iizerine
etkili oldugu da ortaya konmustur (130).

Fringuelli ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada apoptozisin; fosfotidilkolin
spesifik fosfolipaz C (PC-PLC) aktivasyonu, asidik sifingomiyelinaz (aSMase)
aktivasyonu ve seramit olusumu, kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivasyonunu da igeren
karmagik bir seri biyokimyasal olaylar ile meydana geldigi bildirilmistir. Benzimidazol
yapisi tastyan bazi bilesiklerin apoptozis iizerine etkili oldugu ortaya konmustur (130).

Hao ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, antikanserojen etkili bir bilesik
olan, metil-2-benzimidazolkarbamati (karbendazim) kanser hiicrelerinde apoptozisi
indiikledigi bildirilmistir (131).

Benzer olarak Zhang ve ark. Hoechst 33342 bilesiginin, apoptozisi indiikledigi
ve in vivo kosullarda topoizomeraz I’in aktivitesini inhibe ettigini bildirilmistir (132).

Bretner ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, malign hiicrelerdeki hiicre siklusunun
diizenlenmesinde protein kinaz 2’nin (CK2) bir¢ok hiicresel olaydaki ©Onemini
vurgulamiglardir.  Ayrica arastirmacilar, 4,5,6,7-tetrabromobenzimidazol tiirevi
bilesiklerin cesitli hiicre dizilerine uygulanmasi sonucu bu hiicrelerde yasamsalligi
etkiledigini ve es zamanli olarak apoptozisi de baslattigini belirtmislerdir (133).

Bu ¢alismada kullandigimiz 2-siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerden; 2-(3-
Metoksibenzil)-1H-benzimidazol (BB3) (Sekil 2.9) ve 2-(2,4-Diklorobenzil)-1H-
benzimidazol (BB4) (Sekil 2.10) konvansiyonel ve mikrodalga sentez yontemi ile
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin ilk olarak hiicre kiiltiirii caligmalari ile etkinligi
tespit edilmistir (14). Ayrica suan devam etmekte olan in vivo g¢ahismalar ile

arastirmalarimiz devam etmektedir.
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Sekil 2.9. 2-(3-Metoksibenzil)-1H-benzimidazol (BB3) kimyasal formiilii

Sekil 2.10. 2-(2,4-Diklorobenzil)-1H-benzimidazol (BB4) kimyasal formiilii
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2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
tagityan, hiicre metabolizmasindaki tepkimeler sirasinda ortaya ¢ikan, kisa Omiirli,
kararsiz ve oldukg¢a reaktif atom veya molekiillerdir (134). Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT); hidroksil radikali (OH),
hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit (ONOQ™), “singlet” oksijen (*O), nitrik oksit
radikali (NO") ve siiperoksit radikali (O;") ile radikal olmayan hidrojen peroksit (H,0>)
gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar (135).
Fizyolojik sartlarda hiicrede mitokondriyal solunum, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve
bakteri fagositozu gibi gorevler i¢cin kullanilan serbest radikaller oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasiyla hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalaria neden olurlar (136).

Hiicre, serbest radikaller ve ilgili reaktanlarin olusturdugu hasardan kendini
korumak ve ROT u hizl1 ve etkili bir sekilde uzaklastirmak i¢in bazi1 savunma sistemleri
gelistirmigstir. Serbest radikalleri notralize ederek uzaklastiran bu savunma sistemine
antioksidan savunma sistemi denir. Viicudun endojen kaynakli antioksidan savunma
sistemi; transferin, bilirubin, seruplazmin, {irik asit, albumin gibi antioksidan proteinler
ile viicudun asil antioksidan savunma sistemini olusturan SOD, CAT, gluatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi
enzimatik antioksidanlardan olusmustiur. Eksojen kaynakli antioksidan sistem ise C
vitamini, E vitamini, alfa tokoferol, B-karoten gibi maddeleri igermektedir (134, 135).

Hiicre iginde gergeklesen en dnemli savunma mekanizmasi GSH sistemidir. Bir
tripeptit olan GSH’mn (y-Glu-Cys-Gly) ROS siipiiriiciisii olmasinin yani sira hiicre igi
redoks dongilisliniin diizenlenmesinde de fonksiyonu vardir. Sistem; GSH, GSH-Px ve
GR icerir. GSH-Px, H207’1 ve diger peroksidazlari indirgeyerek GSH’1 okside disiilfid
formu olan GSSG’a gevirir. GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz ile GSH’a indirgenir.
Hiicrenin yeniden GSH olusturma yetenegi, oksidatif stresin yonetiminde bu hiicrenin
verimi a¢isindan 6nemli bir faktor olabilir (135,137).

Stiperoksit radikali (O2”) aerobik metabolizma sonucu molekiiler oksijenin (O2)
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur ve oksidan hasar sonucu artan SOD
enziminin katalizlemesi ile yiiksek derecede toksik olan hidrojen peroksite indirgenir

(138). H,0; hiicredeki temel ROT’dur. Diisiik diizeyleri apoptozise neden olurken,
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yiiksek diizeyleri ise nekroz veya kaspaz bagimsiz apoptozise neden olur. H,O, ya CAT
veya GSH-Px enzimleri ile toksik olmayan su ve molekiiler oksijene donistiiriiliir ya da
ferr6z demir gibi gecis metallerinin varliginda kendiliginden olusan bir reaksiyon ile
lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiillerle etkileserek onlar1 hasara
ugratan oldukga toksik "OH radikaline doniisiir (135,137).

Antioksidan/oksidan etkileri bilinen NO’in mekanizmast tam olarak
bilinmemektedir. Asir1 veya esit derisimde O,  radikali ile NO aynmi yerde
bulunduklarinda gii¢lii bir oksidan molekiil olan ONOO™ olusumuna neden olarak lipit
peroksidasyonuna neden olur. Bunun yani swra asmr1 miktardaki NO diizeyleri ise
ortamda bulunan O," ve lipit peroksit radikallerini etkisizlestirir ve SOD’u etkin hale
getirir ve NADPH oksidaz veya sitokrom P450 gibi O," kaynaklarmi inhibe ederek
oksidaitf strese karsi koruma da saglayabilir (139).

NF-kB, p53 ve AP-1 gibi transkripsiyon faktdrlerinin de yine reaktif oksijen
radikalleri araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir. Oldiiriicii diizeyin altindaki ROS
iretimi sinyal ileti yol izlerine miidahale eder. ROS’lardan 6zellikle H,O, angiotensin,
inflamatuvar sitokinler ve biiyiime faktorleri gibi birgok farkli fizyolojik uyari igin
ikincil mesajc1 olarak gérev yaparlar (140).

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve doku hasarina neden olan bir
durumdur (134). Artmus hiicresel oksidatif stres hiicre igi redoks dengesini degistirir ve
birgok reaksiyonu tetikler. Oksidatif stres; gen transkripsiyonu, sinyal ileti yol izlerinin
baslatilmas1 ve DNA hasarinin tamiri gibi farkli birgok biyolojik yanitin olusumunu
uyarir. Oksidatif stres altinda mitokondriyal fonksiyonlarin durduruldugu durumlar
sonucu olusan bu uyarilar ile hiicre ya nekroz, apoptozis veya yaslanmaya dogru gider
ya da canliligim1 korur ve ¢ogalir (136,141). Bu hiicresel cevaplarin boyutu hiicresel
genetik alt yapiya, spesifik ROT lara, oksidatif stresin siddetine ve siiresine bagli olarak
degisir (Sekil 2.11) (135,140).
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Sekil 2.11. Oksidatif stres ve antioksidan sistem (135 'nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).
Oksidatif stresin astim, Diabetes mellitus, romatoid artrit, hipertansiyon, hepatit,
ateroskleroz, miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, Alzheimer Hastaligi,

Parkinson Hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar ile kanser ve AIDS gibi pek cok
hastaligin patogenezinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (142).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Cihazlar
Plate Okuma Cihazi (ELX800, Biotek, Tiikiye)
Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)
Vorteks (Heidolph)
Hassas Terazi (Metler Toledo)
Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P-1000)
Homojenizator (Ultra)
Etiiv (Binder)
pH Metre (Metler Toledo)

. Sogutmali Santrifiij (Sigma, 2-16K)

. Distile Su Cihaz1 (Millipore)

. Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

. Santrifiij (Sigma 16K)

. Manyetik Karistiric1 (Vert)

© 0 N o g bk~ w D PE

R ol =
N W N B O

3.1.2. Sarf Malzemesi ve Kimyasal Maddeler

Folin ciocalteu (Sigma)

n-Butanol (Merck)

Asetik asit (Sigma)

Tiyobarbitiirikasit (TBA) (Sigma)

Sodyum dodesil stilfat (SDS) (Sigma)
1,1,3,3-tetrametoksipropan (Sigma)

5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit](DTNB) (Sigma)
Ksantin (Merck)

Ksantin oksidaz (Sigma)

© 0o N o gk~ w P
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10. 2-[4-iyodofenil] -3- [4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) (Sigma)
11. 3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit (CAPS) (Sigma)

12. N-nitrozodietilamin (DEN) (Sigma)

13. Pipet ucu

14. Efendorf tiip

15. Diiz tabanli, 96 kuyucuklu elisa plaklari

16. Colorimetric Assay Kit (BioVision Research Products, USA)

17. Fas (Primer antikor, Santa Cruz Biotechnology)

18. FasL (Primer antikor, Santa Cruz Biotechnology)

3.2. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Temini

Bu ¢alismada MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari
Uretim Birimi’nden temin edilen ortalama agirhiklar1 250-300 g olan, 84 adet yetiskin,
erkek Wistar albino sicanlar1 kullanildi. Her bir kafeste 6 sican muhafaza edildi.
Sicanlar deneysel ¢alisma Siiresince (18 hafta) sicakligi (22 + 2°C) ve nemi (% 55+ 8)
sabit tutulan odalarda muhafaza edildi. Havalandirma pencere tipi aspiratorle
saglanirken, odanm aydinlik-karanlik dongiisii otomatik denetleyici bir aygit ile 12 saat
aydinlik—12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar, temizligi diizenli olarak
saglanan plastik kafeslerde tutuldu ve beslenmeleri i¢in hazir standart yem; su

gereksinimleri i¢in ise 6zel uygulamalar harig, diger siganlara ¢esme suyu verildi.

3.3. Calisma Gruplan

Bu c¢alismada kontrol, HCC, HCC+BB3, HCC+BB4 ve HCC+DMSO olmak
tizere 5 grup olusturuldu. Daha 6nceki ¢alismalarimizda (143) HCC olusum evreleri
tespit edilmesinden dolay1, calisma gruplarindaki sicanlar ¢aligma plani dikkate alinarak
0., 6., 12. ve 18. haftalarda oldiiriildii (Cizelge 3.1). Deney hayvanlarina ilk olarak
yiiksek doz anestezik madde (ketamin + ksilazin) verildi, hemen ardindan servikal

dislokasyon yapild1 ve ¢ok hizl bir sekilde dokular diseke edildi.
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Cizelge 3.1. Deney prosediiriine gore ¢aligma gruplarinin olusturulmasi

Kontrol HCC HCC+BB3 | HCC+BB4 | HCC+DMSO
(n=24) (n=18) (n=18) (n=18) (n=6)

0. hafta (n=6)

6.hafta (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

12.hafta (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

18.hafta (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Kontrol Grubu: Bu ¢aligma grubuna 24 adet sigan dahil edildi ve beslenmeleri
icin hazir standart yem; su gereksinimleri igin ise ¢esme suyu verildi. Bu gruptaki
sicanlardan rastgele secilen 6’sar sican 0., 6., 12. ve 18. haftanin sonunda 6ldiriildii
(Cizelge 3.1).

HCC Olusturulan Grup: Bu ¢aligma grubuna 18 adet sigcan dahil edildi ve son
derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edilen su, 18 hafta siiresince icme suyu
olarak verildi. Bu gruptaki si¢anlardan rastgele segilen 6’sar sigan 6., 12. ve 18.
haftanin sonunda 6ldirildii (Cizelge 3.1).

HCC+BB3 Uygulanan Grup: Bu gruba 18 adet sican dahil edildi.
Benzimidazol tiirevi maddelerin HCC f{izerindeki etkilerini gézlemek amaciyla bu
gruptaki siganlara son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN igeren i¢cme suyu ile
birlikte 1 mg/kg/hafta olacak sekilde 18 hafta boyunca intraperitonal olarak BB3
uygulamasi yapildi. Bu gruptaki siganlardan rastgele segilen 6’sar sican 6., 12. ve 18.
haftanin sonunda 6ldiiriildii (Cizelge 3.1).

HCC+BB4 Uygulanan Grup: Bu gruba 18 adet sigan dahil edildi.
Benzimidazol tiirevi maddelerin HCC tizerindeki etkilerini gozlemek amaciyla siganlara
son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN igeren igme suyu ile birlikte 1 mg/kg/hafta
olacak sekilde 18 hafta boyunca intraperitonal olarak BB4 uygulamasi yapildi. Bu
gruptaki sicanlardan rastgele segilen 6’sar sigan 6., 12. ve 18. haftanin sonunda
oldirildi (Cizelge 3.1).

HCC+DMSO Uygulanan Grup: Bu gruba 6 adet sigan dahil edildi ve son
derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN iceren icme suyu ile birlikte, benzimidazol tiirevi
maddeler DMSO’da ¢6ziilerek siganlara verilmesinden dolay: ¢caligmalarda DMSO’nun
etkisini aragtrmak amaciyla 18 hafta boyunca intraperitonal olarak DMSO uygulamasi

yapildi. Bu gruptaki siganlar 18. haftanin sonunda 6ldiiriildii (Cizelge 3.1).
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3.4. Cahsma Orneklerinin Hazirlamis

3.4.1. Doku Ornekleri

Deneysel calisma sonrasinda calisma planina gore oOldiiriilen sigcanlarin
karacigerleri diseke edildi. Karacigerlerden alinan 6rneklerin bir kismi histopatolojik
incelemeler yapilmak iizere %10’luk formaldehit igerisinde patoloji laboratuvarma
gonderildi. Kalan karaciger dokusu ise biyokimyasal analizler yapilincaya kadar

-70°C’de muhafaza edildi.

3.5. Analiz Yontemleri

3.5.1. Biyokimyasal Analizler

3.5.1.1. Apoptozis Belirteclerinin incelenmesi

3.5.1.1.1. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak Kaspaz-3 enzim aktivitesi karaciger
dokularinda kantitatif olarak Colorimetric Protease Assay Kit Yontemi ile
degerlendirildi. Kaspaz-3, Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit (BioVision
Research Products, USA) ile kit igeriginde agiklandigi sekilde 6lglildi. Yontemin
prensibi, isaretlenmis substratin (DEVD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-
nitroanilitin (PNA) spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanmaktadir. pPNA miktari
405 nm’de mikrotiter plak okuma cihazinda (ELX 800, Biotek, Tiirkiye) absorbans
degeri dlgiilerek tayin edildi.
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3.5.1.1.2. Kaspaz-8 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Yéntemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak Kaspaz-8 enzim aktivitesi karaciger
dokularinda kantitatif olarak Colorimetric Protease Assay Kit Yontemi ile
degerlendirildi. Kaspaz-8, FLICE/Caspase-8 Colorimetric Protease Assay Kit
(BioVision Research Products, USA) ile kit igeriginde agiklandigi sekilde olgiildii.
Yontemin prensibi, isaretlenmis substratin (IETD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan
kromofor p-nitroanilitin (pNA) spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanmaktadir.
PNA miktar1 405 nm’de mikrotiter plate okuma cihazinda (ELX 800, Biotek, Tiirkiye)

absorbans degeri dl¢iilerek tayin edildi.

3.5.1.1.3. Kaspaz-9 Enzim Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Apoptozisin bir gostergesi olarak Kaspaz-9 enzim aktivitesi karaciger
dokularinda kantitatif olarak Colorimetric Protease Assay Kit Yontemi ile
degerlendirildi. Kaspaz-9, Caspase-9 Colorimetric Assay Kit, (BioVision Research
Products, USA) ile kit iceriginde agiklandigi sekilde o6lgtildii. Yontemin prensibi,
isaretlenmis substratin (LEHD-pNA) kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilitin
(PNA) spektrofotometrik olarak 6lgiim esasina dayanmaktadir. pNA miktar1 405 nm’de
mikrotiter plak okuma cihazinda (ELX 800, Biotek, Tiirkiye) absorbans degeri
Olgtilerek tayin edildi.

3.5.1.1.4. Fas Ekspresyonunun Immiinohistokimyasal Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 84 adet doku kasetlendikten sonra  %210’luk
formaldehitte bekletildi. Ayni1 giin aksam ototeknikon cihazinda fiksasyon islemi
tamamlandi. Ertesi giin sabah parafin blok haline getirildi. Parafine gomiilii dokulardan
4-5 p kalinhigmda kesitler polilizin kapli lam {izerine alind1. Oda 1s1sinda alkol ve ksilol
serisinden gegirilerek deparafinizasyon islemi tamamlandi. Daha sonra %0,3’lik H,0,
¢ozeltisi bulunan distile suda 5-7 dakika bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi. Saf suda yikandiktan sonra mikrodalga firmda 600 W giiciinde EDTA
buffer soliisyonunda (pH 8) 15 dakika kaynatilarak antijen retrieval islemi uygulandi.
Kapagi agilmadan oda 1sisina gelmesi i¢in yaklagik 45 dakika bekletildi. Saf su ve pH
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7,2-7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinden (Phosphate buffer saline, PBS) gegirildi. Fas 1/300
oraninda diliie edilmis olan primer antikor FAS (C 20) Rabbit polyclonal IgG (Santa
Cruz Biotechnology) damlatildi. 1,5-2 saat inkiibe edildi. Saf su ve PBS den gegirildi.
Biotin damlatililip oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra saf su ve PBS den
gecildi. Avidin damlatilip oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra yine saf su ve
PBS den gecirildi. AEC damlatildiktan sonra 10-20 dakika i¢inde mikroskop altinda
kontrol edilen ve boyanma gozlenen preparatlar alinarak saf sudan gegirildi. Tim
kesitler zit boyama saglamak igin hematoksilende 7-10 dakika bekletildi ve tekrar
¢cesme suyuna alindi. Daha sonra yaklasik 10 dakika bekletildi ve yikandi. Dokunun
etrafi kurulanip su bazli kapama maddesi (DAKO) ile kapatildi. Tiim inkiibasyon

islemleri kapali ve nemli bir ortamda yapildu.

3.5.1.1.5. FasL Ekspresyonunun immiinohistokimyasal Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 84 adet doku kasetlendikten sonra %10’luk formaldehitte
bekletildi. Ayn1 giin aksam ototeknikon cihazinda fiksasyon islemi tamamlandi. Ertesi
giin sabah parafin blok haline getirildi. Parafine gémiilii dokulardan 4-5 p kalinlhiginda
kesitler polilizin kapl lam iizerine alindi. Oda 1sisinda alkol ve ksilol serisinden
gecilerek deparafinizasyon islemi tamamlandi. Daha sonra 9%0,3’liikk H»O, ¢ozeltisi
bulunan distile suda 5-7 dakika bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.
Mikrodalga firnda 600 W giiciinde EDTA buffer soliisyonunda (pH 8) 15 dakika
kaynatilarak antijen retrieval islemi uygulandi. Kapag1 agilmadan oda 1sisina gelmesi
icin yaklasik 45 dakika bekletildi. Saf su ve PBS’den gegirildi. FasL 1/100 oraninda
diliie edilmis olan primer antikor FasL (C 20) Rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology) damlatildi ve 1,5-2 saat inkiibe edildi. Daha sonra saf su ve PBS den
gecirildi. Biotin damlatililip oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra saf su ve
PBS den gegildi. Avidin damlatilip oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra yine
saf su ve PBS den ge¢irildi. AEC damlatildiktan sonra 10-20 dakika i¢inde mikroskop
altinda kontrol edilerek boyanma gézlenen preparatlar alinarak saf sudan gegirildi. Tiim
kesitler zit boyama saglamak i¢in hematoksilene alind1 ve 7-10 dakika bekletilip tekrar

cesme suyuna alindi yaklagik 10 dakika bekletildi ve yikandi. Dokunun etrafi kurulanip
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su bazli kapama maddesi (DAKO) ile kapatildi. Tiim inkiibasyon islemleri kapali ve

nemli bir ortamda yapild1

3.5.1.2. Antioksidan Kapasitenin Incelenmesi

3.5.1.2.1. Doku GSH Ol¢iimii

Prensip: GSH halinde bulunan tiim nonprotein siilfidril gruplarinin, bir distilfid
bilesigi olan 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB)’yi rediikleyerek, 412 nm
dalga boyunda absorbans veren sari renkli bir kompleks olusturmasi esasina

dayanmaktadir. Olgiilen absorbans degeri GSH miktarini yansitmaktadir (144).

Ayrraclar:

1. Coktiirticti Cozelti
2.0,3 M Na;HPO,

3.% 0,40 DTNB Cozeltisi

Yontem

Kor ve 6rnege ait deney tiipleri asagida verilen sekilde hazirlandi.

Kér (mL) Ornek (mL)
Doku homojenat1 - 2
Saf su 2 -
Coktiirticii 3 3
Karngsim 5 dakika bekletilir, 6rnek filtre kagidindan siiziildii.
Stizlintii 2 2
0,3 M NapHPO4 8 8

Ornegin absorbans degeri 412 nm’de kore kars1 él¢iildii (OD1). Tiiplere
%0,04 DTNB 1 1

ilave edildi ve 6rnek tiipte olusan renk 412 nm’de kore karsi 6lgiildi (OD2).
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Hesaplama

Glutatyon derisimi pmol/mg protein olarak hesaplandi.

C (umol/mL) (OD2-0D1) 5
= X -
1000 13,600 2

C (umol/mL) = (OD2-OD1) x 0,185

C (umol/mL)
pmol/mg protein= —
Protein (mg / mL)

13,600: GSH ile DTNB etkilesimi swrasinda olusan sari rengin molar ekstinksiyon
katsayis1

C: umol /mL Glutatyon

OD1: DTNB ilave edilmeden 6nce 412 dalga boyunda 6lgiilen optik dansite

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda 6lgiilen optik dansite

1000 : umol’e doniisiim katsayis1

5/2: seyreltme katsayisi

3.5.1.2.2. Doku SOD Olciimii

Prensip: Aerobik organizmalarin, O, varliginda oksidatif fosforilasyon ile enerji
tiretimi sirasinda olusan, endojen veya eksojen kaynakli toksik siiperoksit radikallerinin
(O7) suya (H20) ve molekiiler oksijene (O2) dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim
aktivitesinin Olclim prensibi, ksantin varliginda ksantin oksidaz’m (XOD) agiga
¢ikardig1 stiperoksit radikallerinin 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5—feniltetrazoliyum
klorid (INT) ile 505 nm’de absorblanan kirmizi renkli formazon boyasi olusturmasimin,

ortamda bulunan SOD enzimi ile inhibisyonuna dayanmaktadir (145).
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XOD

Ksantin , Urik asit + 0™ (1)
o
INT ____,  Formazon boyasi (2) veya
SOD
0, O + H20; 3
Ayrraclar

1.CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu
2.Stok Substrat Karigimi

3. Giinliik Substrat Karigimi

4.Ksantin Oksidaz (80 U/L)

5.0,01 M Fosfat Tamponu (pH:7,0)

6. Standart (S6): 5,6 U/mL SOD igeren Ransod kitinin standartidir.

SOD Standart Egri Cizimi
Liyofilize olarak hazirlanmis SOD standarti (S6) 10 mL distile su ile
sulandirildi. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri ise fosfat

tamponuyla asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlanda.

Standartlarin Hazirlanisi

SOD Derisimi Kullanilacak Standart 0,01 M Fosfat Tamponu
S5 (2,8 U/mL) 5mL S6 5mL
S4 (1,4 U/mL) 5SmL S5 5SmL
S3 (0,7 U/mL) 5SmL S4 5SmL
S2 (0,23 U/mL) 3mL S3 6 mL
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Standart egri ¢izimi i¢cin 1mL’lik kuvars kiivete ayiraglar asagidaki sekilde ilave edildi.

Cozeltiler Cahsma Korii Standart

Standart (mL) - 0,05

Fosfat tamponu (mL) 0,05 -

Glinliik Substrat Karigimi (mL) 1,7 1,7
Tyice kanistirilir.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25

Kiivetin agz1 parafilmle kapatilip birka¢ kez alt-iist edildikten sonra, 30.
saniyede (Al) ve daha sonra 3. dakikada (A2) 37°C’da, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 absorbans degerleri okundu.

Hesaplama
Calisma korti SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak
kabul edilir ve degeri % 100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri

bunlara ait degerin ¢calisma koriiyle oranlanarak 100°den ¢ikarilmasi sonucu hesaplandi.

A2- Al A2- Al
AAJ dakstandart e — AAJ dakgall§ma kort =
3 dakika 3 dakika
AA / dakstandart X 100

% Inhibisyon =100 -
AA / dakgall§ma korii

Her bir standart i¢in hesaplama yapildiktan sonra X (yatay) eksenine SOD
derisimlerinin (U/mL) logaritmik doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait

% inhibisyon degeri yazilarak dogrusal bir standart egri elde edildi.
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SOD Standart Egrisi
20 L
c 60 /,«/
% /‘S’G/
2 " 40
E 4(/ 36
R 26
-0,8 -0,6 -04 -0,2 0 0,2 04 0,6
Log Konsantrasyon (u/mL)
: . . y=43,71x+54,123
+ Seri1 — Dogrusal (Seri 1) | R?=0,9912

Yontem

Calisma 1 mL’lik kuvars kiivette yapildi. Ayiraglar, kiivete asagidaki tabloda
gosterildigi sekilde ilave edildi.

Cozeltiler Cahsma Korii Ornek
Doku homojenati (mL) - 0,05
0.01 M Fosfat tamponu (mL) 0,05 -
Giinliik Substrat Karisimi (mL) 1,7 1,7

Iyice kanistirilir.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25

Kuvars kiivetin agz1 parafilmle kapatilip birkag¢ kez alt-iist edildikten sonra olusan
rengin absorbans degerleri 30 saniyede (A1) ve daha sonra 3. dakikada (A2) 37°C, 505
nm dalga boyunda havaya kars1 okundu.

Hesaplama

Calisma korii ve 6rnek AA/dak cinsinden asagidaki sekilde hesaplandi.

A2- Al A2- Al

AA/dak ek — AA/dak calisma korii
3 dakika 3 dakika
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Hesaplanan AA/daksmek Ve  AA/daKeansma koo asagidaki  formill uygulanarak

degerlendirildi.

AA | daKsmek x 100

% Inhibisyonsmg = 100 -
AA/ dakqallsma kori

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri ise

standart egri kullanilarak bulundu ve sonuglar U/mg protein olarak degerlendirildi.

SOD aktivitesi (U/mL)
SOD aktivitesi (U/mg protein) =

Protein (mg/mL)

3.5.1.2.3. Doku CAT Olgiimii

Prensip: Bir antioksidan enzim olan CAT esas fonksiyonu, hiicre i¢in oldukca
toksik olan singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagi olan H,O;’nin, su
ve molekiiler oksijene yikimini1 katalizlemektir. Yontem; H;O’nin 15181 absorbe
etmesinden yararlanilarak 230 nm’de enzimin yikim hizinin spektrofotometrik olarak

Olglimii esasina dayanmaktadir (144).

CAT
2 H,0O, > 2H,0 + O,

Ayrraclar:
1. 1 M Tris Tamponu ( pH: 8,0)
2. 1 M Fosfat Tamponu (pH: 7.0)
3. 10 mM Hy0, ( % 30’luk H,O,’den hazirlanir.)
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1 M fosfat tamponu 1/10 oraninda sulandirilir. Bunun 0.9 ml’sinin optik
dansitesi saf su olan kore karst 230 nm’de okundu (OD;). Daha sonra 0.9 ml 1/10
oraninda sulandirilmis 1 M fosfat tamponu lizerine 1/100 oraninda sulandirilmis %
30’luk H2O;’den 0.1 ml eklenerek optik dansitesi okundu (OD3). 1/100 sulandirilmis
H202’nin derigimi ¢ = 141 x (OD,-OD;) mM’dir. 10 mM H,0; hazirlamak igin, 1/100

seyreltilmis HyO2 nin 1 mL’si derigimin 1/10’u dlgiistinde saf su ile tamamlanir.

Yontem:

Ayiraglar 1 mI’lik kuvars kiivete tabloda belirtilen oranlarda ilave edildi.

Kor (ul) Ornek (ul)
1 M Tris Tamponu 50 50
10 mM H;0, - 900
H.O 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibasyon
Hemolizat 20 20
Hesaplama:
AOD/ dak Voplam
CAT Aktivitesi (U/ml): X
0,071 Vomek

AOD = Optik Dansite Degisimi
0,071 =1 pmol H2O2’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri
Vroplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

U/mL
CAT (U/mg protein) =

Protein (mg /mL)
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3.5.1.2.4. Doku Nitrit Ol¢iimii
Prensip: NOS etkinliginin bir gostergesi olarak NO'nun dayanikli
metabolitlerinden biri olan nitrit derisimleri, nitrit iyonlarma duyarli olan Griess

reaksiyonu temeline dayanan diazotizasyon yontemi ile dolayli olarak 6lgiildii

(146,147).

Yontem

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatanlar 6l¢limden hemen once 1:5
oraninda distile su ile diliie edildi. Standart olarak kullanilacak sodyum nitritin 2 mM
derisimde distile suda hazirlanan stok ¢ozeltisinden, distile su ile 1 ml hacimde seri
diliisyonlar1 (0.25-100 uM) hazirlandi. Daha sonra diiz tabanli, 96 kuyucuklu elisa
plaklarinda doku homojenati siipernatanlarindan aliman 50 pl 6rnek ve toplamda 50 pl
olan 25 pl siilfanilamit (SA) ve 25 pl N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED)
cozeltileri karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekleyen orneklerin verdikleri
absorbanslar plak okuma cihazinda 550 nm'de okundu. Sodyum nitrit miktarlarina kars1
elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon yontemi ile, sodyum
nitritin kalibrasyon dogru denklemleri belirlendi. Bu denklemlerden yararlanilarak,
orneklerde okunan absorbans degerlerinden nitrit diizeyleri hesaplandi. Sonuglar

uM/mg protein olarak degerlendirildi.

3.5.1.2.5. Doku MDA Ol¢iimii

Prensip: Lipit peroksidasyonunun belirteci olan, sekonder bir iiriin olarak
olusan aldehid grubundan MDA aerobik sartlarda pH 3,4’te tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin, 532 nm’deki
absorbans degerinin 6l¢iimii esasina dayanmaktadir (148).

Ayrraclar

1.% 8,1’lik SDS

2.% 20’1ik Asetik Asit

3.% 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)

4.n-Butanol / Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (15/1)

5. Stok Standart (1,1,3,3-tetrametoksipropan)
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Yontem

Calisma i¢in gerekli olan ayiwraglar asagida tabloda belirtildigi sekilde tiiplere

konuldu.
Cozeltiler Kor Standart Ornek
Doku homojenat1 (mL) - - 0,1
Standart (mL) - 0,1 -
SDS (mL) 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (mL) 1,5 1,5 1,5
TBA (mL) 1,5 1,5 1,5
Saf Su (mL) 0,8 0,7 0,7
95 °C’de 30 dakika inkiibe edilir ve tiipler cesmenin altinda sogutulur.
Saf Su (mL) 1,0 1,0 1,0
nBu / pri 5,0 50 50

Tiplere konulan c¢ozeltiler beyazlasincaya kadar vortekslendikten sonra 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, {istteki organik kisim alinarak 532 nm’de absorbans

degeri okundu. Sonuglar nmol/mg protein olarak degerlendirildi.

MDA (nmol/mg protein) =

nmol / mL

Protein (mg/mL)
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3.5.1.2.6. Lowry Yontemi ile Protein Tayini
Prensip: Alkali ortamda proteinlerin bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile
reaksiyona girerek olusturdugu mavi renkli kompleksin 550 nm dalga boyunda

absorbans degerinin 6lgiilmesi prensibine dayanmaktadir (149).

Ayrraclar
1. % 2 (w/v) Na,COg3
2. % 1 (w/v) CuSO45H,0
3. % 2 (w/v) Na-K tartarat
4. Folin-Ciocalteu Ayiraci
Giinlik ¢6zelti (Aywrag C): 50 mL %2 (w/v) Na,COs;, 0,5 mL %1 (w/v)
CuSO45H,0 ve 0,5 mL %2 (w/v) Na-K tartarat ilave edilerek hazirlandi.

Protein Standart Egri Cizimi:

Asagida verilen derisimlerde hazirlanan bovin serum albumin (BSA)

kullanilarak standart egri ¢izimi yapilda.

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
BSA Standart Derigim (pg/mL) - 100 200 300 400 500
Ilgili BSA Standart ¢ozeltisi (mL) - 03 03 03 03 03
Serum Fizyolojik (mL) 0,3 - - - - -
Ayrrag C (mL) 3 3 3 3 3 3
Kansimlar hazirlanip oda isisinda Oda 1sisinda 10 dk bekletildi.
Folin-ciocalteu (mL) 03 03 03 03 03 03

Tiplere ilave edildi ve 30 dk oda 1sisinda bekletildi. 550 nm’de kore karsi

okundu ve standart konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri ¢izildi.
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Protein Standart Egrisi

Absorbans
(550nm)

OFNWAUIC~I00

0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (mikrogram/ mL)

Yontem

Cozeltiler tiiplere asagidaki sekilde konuldu.

Kor Ornek
Saf su (mL) 0,3 -
Doku homojenat1 (mL) - 0,3
Giinliik ¢ozelti (mL) 3,0 3,0
Oda s1sinda 10 dakika bekletildi
Folin-ciocalteu ayiraci (mL) 0,3 0,3

Oda 1sisinda 30 dakika bekletilen 6rneklerin, 550 nm’de kore karsi absorbanslar1

okundu. Protein konsantrasyonu standart egriden degerlendirildi.
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3.5.2. Histopatolojik Inceleme

Calismaya dahil edilen tiim dokulardan elde edilen 5 p kahnligindaki parafin
kesitler 55°C’deki sicak su banyosundan lam iizerine alindi. 60°C etiivde 1 saat
bekletildikten sonra oda 1sisindaki ksilolde 30 dakika bekletildi. %50, %60, %70, %95
derecelik alkol serisinden geg¢irildi ve akar ¢esme suyunda yikandi. Hematoksilen
soliisyonunda 5 dakika bekletildikten sonra tekrar akar ¢esme suyunda yikandi. %0,1
amonyakli suda 1 saniye bekletildikten sonra tekrar akar ¢esme suyunda yikand.
%96’k alkolde 1 saniye ve daha sonra eosin soliisyonunda 20 saniye bekletildi. Akar
¢esme suyunda yikandi. %50, %60, %70, %95 derecelik alkol serisinden gegirilen
preperatlar kurutuldu. Oda 1sisindaki ksilolde 10-20 dakika bekletilerek seffaflagtirildi

ve entellan ile kapatildi.

3.5.3. Istatistiksel Analizler

Verilerin normal dagilip dagilmadiklar1 Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir.
Verilere ait tanimlayici istatistikler sayi, ylizde, ortalama ve standart sapma olarak
verilmistir. Fas ve FasL eksprenyonlar1 i¢in gruplar arasindaki ve her grubun kendi
icinde zamana gore farkliliklar1 pearson ki-kare testi ve likelihood ratio ki-kare testleri
ile test edilmistir. Biyokimyasal parametreler i¢in gruplar arasindaki ve her grubun
kendi icinde zamana bagh farkliliklar1 ise One Way ANOVA testi ile test edilmistir.
Varyanslarin 6n sart1 kontrolii yapilmis ve varyanslar homojen olmayanlar i¢cin Welch
testi ile test edilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayict istatistiksel
metodlarin yani sira gruplarin ikili karsilastirmalarinda homojen olanlar i¢in Bonferonni
testi varyanslari; homojen olmayanlar i¢in ise Games-Howell testi kullanilmistir.
Analizler SPSS 11.5 ve MedCalc 11.2.1 paket programi kullanilarak elde edilmistir.
Grafikler STATISTICA 8.0 paket programinda yapilmistir. Istatistiksel olarak 0,05’ten
kiigiik P degerleri anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismaya toplam 84 adet yetiskin, erkek Wistar albino sigan dahil edildi.
Sicanlardan rastgele kontrol, HCC, HCC+DMSO uygulanan, HCC+BB3 uygulanan ve
HCC+BB4 uygulanan olmak tizere 5 grup olusturuldu.

Bu calismada, HCC olusum siirecinde apoptotik mekanizmanin bir gostergesi
olarak kaspaz-3, -8 ve -9 enzim aktiviteleri ve apoptozisi aktive eden fizyolojik
mediyatorlerden Fas ve FasL diizeyleri ile BB3 ve BB4 bilesiklerinin HCC tizerine
etkisi arastirildi. Bunlarin yan1 sira HCC’de oksidatif stresin arttigmin bilinmesi
nedeniyle antioksidan sistemde yer alan GSH miktari, SOD ve CAT enzim aktiviteleri;
eNOS ve 1INOS aktivitesinin bir gostergesi olarak nitrit diizeyleri ile lipit
peroksidasyonunun gostergesi olarak ise MDA diizeyleri saptandi. Calismada arastirilan
tim parametreler her bir grubun kendi i¢inde zamana bagli olarak gosterdikleri

farkliliklar ve gruplar arasindaki farkliliklar dikkate alinarak incelendi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Apoptozis Belirteclerine Ait Bulgular

4.1.1.1. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi

Gruplar1 kendi i¢inde zamana bagli olarak degerlendirdigimizde kaspaz-3 enzim
aktivitesi kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim gruplarin 6. haftalarinda 0. haftaya
gore bir artig gostermistir (p=0.000). Bu artist HCC+BB4 grubu harig, diger gruplarin
12. haftalarinda bir azalma takip etmistir (p<0.05). Kaspaz-3 enzim aktivitesi
HCC+BB4 grubunda 6. haftada artmus, 12. ve 18. haftalarda anlamli bir degisim
gostermemistir. Calismamizin sonlandigi 18. haftada ise HCC ve HCC+BB3
gruplarinda kaspaz-3 enzim aktivitesi artmaya devam etmistir (swrasiyla p=0.000,

p=0.013). Kaspaz-3 enzim aktivitesi kontrol grubunda diger gruplarda oldugu gibi 6.
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haftada artmis, 12. haftada azalmistir (p<0.05) 18. haftada ise kontrol grubu diger

gruplardan farkli olarak degisiklik gostermemistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Apoptotik belirtegler olan kaspaz-3, -8 ve -9 enzim aktivitelerinin her bir grubun kendi

icinde zamana bagli olarak degisimi

Grup (Z:;?f‘;) Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
0.(n=6) 1.00+0.29 1.31+0.47 1.08 +0.22
Kontrol 6. (n=6) 1.90+0.34 2 1.84 +0.29° 2.10+0.332
12. (n=6) 1.45+0.24 2" 1.49 +0.05 1.42+0.24°
18. (n=6) 1.44+0.21%° 1.32+0.24° 1.19+0.24°
P <0.0001 0.025 < 0.0001
0. (n=6) 1.00+0.29 1.31+0.47 1.08 +0.22
HCC 6. (n=6) 1.87+0.07 2.32+0.56° 1.76 +0.61°
12. (n=6) 1.09+0.21° 1.28+0.25°" 1.08 +0.28°
18. (n=6) 1.70+0.16 ° 1.76+£0.24° 1.38+0.19
P <0.0001 < 0.001 <0.017
0. (n=6) 1.00+0.29 1.31+0.47 1.08 +0.22
HCC+BB3 | 6. (n=6) 1.93+0.54° 1.91+0.20° 1.40 + 0.27
12. (n=6) 1.24+0.07° 1.21+0.26° 1.04+0.16
18. (n=6) 2.08+0.232° 1.97 +0.34%° 1.38+0.232
P <0.001 < 0.002 <0.019
0. (n=6) 1.00 + 0.29 1.31+0.47 1.08 +0.22
HCC+BB4 | 6. (n=6) 1.72+0.45° 1.98 + 0.40 1.54 +0.42
12. (n=6) 1.73+0.49° 1.77 £ 0.49 1.54+0.31
18. (n=6) 1.79+0.03° 1.69+0.21 1.48+0.38
P < 0.005 0.074 0.086

Kaspaz-3, -8 ve -9 enzim aktivitelerinin ortalama + ortalamalarin standart hatasi elde edildikten sonra,
gruplarin kendi iginde zamana bagli olarak gosterdikleri farkliliklarin istatistiksel olarak karsilagtiriimasi
gosterilmistir. “n” kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. 2; 0. haftaya (baslangic) gore, °; 6. haftaya
gore, 5 12. haftaya gore istatistiksel olarak anlamly (p< 0.05) farkhiiklar: gostermektedir.
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Sekil 4.1. Apoptotik belirteg olan kaspaz-3 enzim aktivitesinin her bir grubun kendi i¢cinde zamana bagl
olarak degisiminin bar grafik olarak gdsterimi. ¢ ; 0. haftaya, b; 6. haftaya, ©; 12. hafiaya gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

Kaspaz-3 enzim aktivitesinin gruplar arasi karsilastrmasinda, 12. haftada
HCC+BB4 grubu HCC grubuna goére anlamli derecede artmistir (p=0.035). Calismanin
sonlandig1 18. haftada HCC+BB3 grubunun kaspaz-3 enzim aktivitesi kontrol ve HCC
gruplarina gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). HCC+BB4 grubu kaspaz-
3 enzim aktivitesi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken
(p<0.05), HCC+BB3 grubuna gore istatistiksel olarak azalmistir (p<0.05). HCC+DMSO
grubu ise HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir (p<0.05) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Apoptotik belirtecler olan kaspaz-3, -8 ve -9 enzim aktivitelerinin gruplar arasi
karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalarda gosterdigi degisimler

(Z:gg Grup Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9
Kontrol (n=6) 1.90+0.34 1.84+0.29 2.10+0.33
6. HCC (n=6) 1.87 +0.07 2.32+0.56 1.76 £0.61
HCC+BB3 (n=6) 1.93 +0.54 1.91+0.20 1.40+0.27
HCC+BB4 (n=6) 1.72 +0.45 1.98 + 0.40 154042
P 0.813 0.197 0.049
Kontrol (n=6) 1.45 + 0.24 149+ 0.05 142+0.24
12 HCC (n=6) 1.09+0.21 1.28+0.25 1.08+0.28"
HCC+BB3 (n=6) 1.24+0.07 1.21+0.26 1.04+0.16
HCC+BB4 (n=6) 1.73+0.497 1.77 4 0.49 154+03177
P 0.035 0.054 0.009
Kontrol (n=6) 1.44+0.21 1.32+0.24 1.19+0.24
HCC (n=6) 1.70 £ 0.16 176024 1.38+0.19
18, HCC+BB3 (n=6) 2.08+0.23 " 1.98+0.34 1.38+0.23
HCC+BB4 (n=6) 1.79+0.03 " 1.69+0.21 1.48+0.38
HCC+DMSO (n=6) 1.42+0.17 7% 1.42+0247 1.39+0.19
P <0.0001 0.004 0.489

Kaspaz-3, -8 ve-9 enzim aktivitelerinin ortalama + ortalamalarin standart hatasi elde edildikten sonra
gruplar arasi istatistiksel farkliliklarin karsilagtirilmast gosterilmistir. “n” kullanilan sigan sayisini ifade

etmektedir. ; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, f; HCC+BB3 grubuna f; HCC+BB4 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar: gostermektedir.
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Sekil 4.2. Apoptotik belirteg olan kaspaz-3 enzim aktivitesinin gruplar arasi kargilagtirmada 6., 12. ve 18.
haftalarda gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gésterimi. ; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, 7L;

HCC+BB3 grubuna I,‘ HCC+BB4 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar
gostermektedir.

4.1.1.2. Kaspaz-8 Enzim Aktivitesi

Gruplarin kendi i¢inde zamana bagli olarak kaspaz-8 enzim aktivitesini
degerlendirdigimizde HCC+BB4 hari¢ kontrol, HCC ve HCC+BB3 gruplar1 ¢alismanin
baslangicina gére 6. haftada artmistir (swrasiyla p= 0.041, p= 0.001, p=0.003). 12.
haftada ise HCC ve HCC+BB3 gruplarinda kaspaz-8 enzim aktivitesinde azalma
goriilmiistiir. Calismanin 18. haftasinda ise kaspaz-3 enzim aktivitesine benzer bir
sekilde HCC+BB3 grubunda kaspaz-8 enzim aktivitesi artmistir (p<0.05). HCC+BB4
grubunda zamana bagli olarak kaspaz-8 enzim aktivitesinde bir degisim saptanmamistir

(Cizelge 4.1, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Apoptotik belirteg olan kaspaz-8 enzim aktivitesinin her bir grubun kendi i¢inde zamana bagl

olarak degisiminin bar grafik olarak gdsterimi ° ; 0. haftaya, b; 6. haftaya, ©; 12. hafiaya gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) farkhiliklar: gostermektedir.

Kaspaz-8 enzim aktivitesinin gruplar arasi1 karsilastirmas: yapildiginda
calismanin sonlandig1 18. haftada HCC grubu ve HCC+BB3 grubu kontrol grubuna
gore anlamli derecede artmustir (sirasiyla p=0,042, p=0.005). Kaspaz-8 enzim aktivitesi
HCC+DMSO grubunda HCC+BB3 grubuna gore anlamli derecede azalmistir ( p<0.05)
(Cizelge 4.2, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Apoptotik belirteg olan kaspaz-8 enzim aktivitesinin gruplar arasi karsilagtirmada 6., 12. ve 18.

haftalarda gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gosterimi. ; Kontrol grubuna, 7L; HCC+BB3
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkiiklar: gostermektedir.

4.1.1.3. Kaspaz-9 Enzim Aktivitesi

Kaspaz-9 enzim aktivitesi kontrol ve HCC gruplarinda 6. haftada istatistiksel
olarak artmus, 12. haftada ise azalmistir. Kontrol grubunda 12. ve 18. hafta kaspaz-9
enzim aktivitesi 6. haftaya gore anlamli derecede azalmistir (p<0.000). HCC grubunda
18. haftadaki kaspaz-9 enzim aktivitesi 12. haftaya gore artmus fakat bu istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. HCC+BB3 grubunda 18. haftada kaspaz-9 enzim
aktivitesi sadece 0. haftaya gore istatistiksel olarak artmustir (p<0.05) HCC+BB4
grubunda tiim haftalarda kaspaz-9 enzim aktivitesinde bir degisiklik belirlenmemistir
(Cizelge 4.1, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Apoptotik belirte¢ olan kaspaz-9 enzim aktivitesinin her bir grubun kendi i¢inde zamana bagl

olarak degisiminin bar grafik olarak gosterimi ° ; 0. haftaya, b; 6. haftaya gore istatistiksel olarak
anlaml (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

Gruplar arasi1 karsilastirma yapildiginda 6. haftada kaspaz-9 enzim aktivitesi
HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir
(p<0.05). 12. haftada HCC ve HCC+BB3 gruplarinda kontrol grubuna gore daha diistik
(swrastyla p<0.05, p=0.048), HCC+BB4 grubunda ise HCC ve HCC+BB3 grubuna gore
daha yiiksek kaspaz-9 enzim aktivitesi gozlenmistir (p<0.05). 18.haftada kaspaz-9
enzim aktivitesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamigtir
(Cizelge 4.2, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Apoptotik belirteg olan kaspaz-9 enzim aktivitesinin gruplar arasi karsilagtirmada 6., 12. ve 18.

haftalarda gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gésterimi. * ; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, 7L;
HCC+BB3 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farklhiliklar: géstermektedir.

4.1.1.4. Immiinohistokimyasal Olarak Fas Expresyonu

Fas ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama ile semikantitatif olarak
degerlendirildi. Buna gore; 0-10 hiicrede boyanma goriilmesi negatif (-), 10-25 hiicrede
boyanma goriilmesi (+), 25-50 hiicrede boyanma goriilmesi (++) ile 50 ve {izeri hiicrede
boyanma goriilmesi durumunda (+++) olarak degerlendirildi. Her bir grubun kendi
icinde zamana bagh olarak gosterdigi farkliliklar ve gruplar arasi1 farkhiliklar
gosterilmistir  (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Sekil 4.7°de Fas ekspresyonu
degerlendirilmelerinin yapildig1 karaciger dokularina ait fotomikrograf goriintiisiine bir

ornek verilmistir.
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Sekil 4.7. Karaciger dokusuna ait immiinohistokimyasal Fas ekspresyonunun fotomikrograf goriintiisii

Cizelge 4.3. Apoptozisi aktive eden fizyolojik mediyatorlerden Fas ekspresyonunun gruplarin kendi
iginde zamana bagh olarak degisimi

Fas
Zaman .
Gruplar (Hafta) Negatif + ++ | +++ P
0 100,0
6 100,0
Kontrol B 100.0 -
18 100,0
0 100,0
6 16,7 83,3 | 0,0 | 0,0
HCC 12 00 | 83 [167] 00| 2001
18 0,0 50,0 | 33,3 | 16,7
0 100,0 0,0
6 0,0 100,0
HCC+BB3 R 0.0 1000 < 0.0001
18 0,0 100,0
0 100,0 0,0 0,0
6 0,0 100,0 | 0,0
HCC+BB4 7 0.0 800 | 200 < 0.0001
18 0,0 100,0 | 0,0
HCC+DMSO 18 0,0 100,0 | 0,0
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Cizelge 4.4. Apoptozisi aktive eden fizyolojik mediyatorlerden Fas ekspresyonunun gruplar arasi
karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalarda gosterdigi degisimler

Fas
Zaman .
(Hafta) Gruplar Negatif + ++ | +++ P
Kontrol 100,0 0,0
HCC 16,7 83,3
6. HCC+BB3 | 00 | 1000 <0,0001
HCC+BB4 0,0 100,0
Kontrol 100,0 0,0 0,0
HCC 0,0 83,3 | 16,7
12 I"Hecc+BB3 | 00 [1000] 00 <0,0001
HCC+BB4 0,0 80,0 | 20,0
Kontrol 100,0 0,0 0,0 | 0,0
HCC 0,0 50,0 | 33,3 | 16,7
18. HCC+BB3 0,0 100,0 | 0,0 | 0,0 | <0,0001
HCC+BB4 0,0 100,0 | 0,0 | 0,0
HCC+DMSO 0,0 100,0 | 0,0 | 0,0

4.1.1.5. immiinohistokimyasal Olarak FasL Ekspresyonu
FasL.’nin immiinohistokimyasal boyanmasi semikantitatif olarak degerlendirildi. Buna
gore; 0-10 hiicrede boyanma goriilmesi negatif (-), 10-20 hiicrede boyanma goriilmesi
(+), 20-50 hiicrede boyanma goriilmesi (++) ile 50 ve {izeri hiicrede boyanma goriilmesi
durumunda (+++) olarak degerlendirildi. Her bir grubun kendi i¢inde zamana baglh
olarak gosterdigi farklhiliklar ve gruplar arasi farkliliklar gosterilmistir (Cizelge 4.5,
Cizelge 4.6). Sekil 4.8’de FasL ekspresyonu degerlendirilmelerinin yapildigi karaciger

dokularina ait fotomikrograf goriintiisiine bir 6rnek verilmistir.

".-»-“". \ 4‘ g

Sekil 4.8. Karaciger dokusuna ait immiinohistokimyasal FasL ekspresyonunun fotomikrograf gorintiisii
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Cizelge 4.5. Apoptozisi aktive eden fizyolojik mediyatorlerden FasL ekspresyonunun gruplarin kendi
icinde zamana bagli olarak degisimi

FasL

Zaman .

Gruplar (Hafta) Negatif | + ++ | +++ P
0 100,0
6 100,0

Kontrol 12 100.0 -
18 100,0
0 100,0 0,0 0,0
6 16,7 83,3| 0,0

HCC 1 0.0 833 16,7 < 0.0001
18 0,0 50,0 | 50,0
0 100,0 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 | 83,3 | 16,7

HCC+BB3 B 0.0 200 80.0 | 00 < 0.0001
18 0,0 40,0 | 60,0 | 0,0
0 100,0 0,0 0,0
6 0,0 66,7 | 33,3

HCC+BB4 7 0.0 200 80.0 < 0.0001
18 0,0 40,0 | 60,0

HCC+DMSO 18 0,0 0,0 | 100,0 -

Cizelge 4.6. Apoptozisi aktive eden fizyolojik mediyatorlerden FasL ekspresyonunun gruplar arasi
karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalarda gosterdigi degisimler

FasL
Zaman .
(Hafta) Gruplar Negatif | + ++ | +++ P
Kontrol 100,0 0,0 0,0 0,0
HCC 16,7 |833| 0,0 0,0
6. HCC+BB3 | 00 |00 | 833 |167| < 00001
HCC+BB4 0,0 66,7 | 33,3 | 0,0
Kontrol 100,0 0,0 0,0
HCC 0,0 83,3 | 16,7
12 Hcc+BB3 | 00 [200] 800 <0,0001
HCC+BB4 0,0 20,0 | 80,0
Kontrol 100,0 0,0 0,0
HCC 0,0 50,0 | 50,0
18. HCC+BB3 0,0 40,0 | 60,0 < 0,0001
HCC+BB4 0,0 40,0 | 60,0
HCC+DMSO 0,0 0,0 | 100,0
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4.1.2. Antioksidan Kapasiteye Ait Bulgular

Bu c¢alismada antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaci ile antioksidan
sistemde yer alan GSH miktari, SOD ve CAT enzim aktiviteleri; eNOS ve iNOS
aktivitesinin bir gostergesi olarak nitrit diizeyleri ile lipit peroksidasyonunun gostergesi
olarak ise MDA diizeyleri saptandi. Tiim parametreler her bir grubun kendi iginde
zamana bagl olarak gosterdikleri farkliliklar ve gruplar arasindaki farkliliklar dikkate

alinarak incelendi (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Antioksidan kapasiteyi olusturan GSH, SOD, CAT, Nitrit ve MDA diizeylerinin her bir

grubun kendi i¢inde zamana bagli olarak degisimi

Zaman GSH SOD CAT Nitrit MDA
Grup (Hafta) (umol/mg (U/mg (U/mg (uM/mg (nmol/ mg
protein) protein) protein) protein) protein)
0. (7=6) | 0.0008+0.0003 | 1.13+0.45 | 0.04+0.15 | 1.89=0.42 | 0.80+0.16
6. (1=6) | 0.0010%0.0007 | 1.45%0.56 | 0.82£0.35 | 1.89+0.89 | 0.83=0.25
Kontrol | 12. (1=6) | 0.0016+0.0002° | 964022 | 5854026 | 1.1640.20 | 0.65+0.09
18. (n=6) | 0.0017+0.0004* | F11E004 1 5601034 | 1524038 | 073+0.12
P 0.003 <0.0001 | 0324 0.088 0.255
0. (7=6) | 0.00080.0003 | 1.13+0.45 | 0.04+0.15 | 1.89=0.42 | 0.80=0.16
6. (1=6) | 0.0006 % 0.0003 | 2.19% 0.75% | 1.70 0.14% | 2.67=0.67 | 1.1720.20°
HCC | 12.(n=6) | 0.0008+0.0003 | 0.72+0.19" | 1.23:039> | 1282023 | 60 10.08°
18. (n=6) | 0.0005+0.0002 | 1.46+0.84 | 1.39+0.31° | 1.93:042> | 112031
P 0.376 0.011 0.004 0.001 <0.001
0. (7=6) | 0.0008%0.0003 | 1.13+0.45 | 0.04+0.15 | 1.89=0.42 | 0.80=0.16
6. (n=6) | 0.0005+0.0003 | 2.69+0.70* | 1.98 +0.74* | 2.58£0.74 | 1.06+0.19°
HBCB? 12. (n=6) | 0.0014 £0.0005° | 0.7720.32" | 0.680.11° | 172048 | g64.0120
18. (n1=6) | 0.0013=0.0006" | 023012 1 057, 0367 | 1.91£022° | 0.80+0.18
P 0.006 <0.0001 | <0001 0.002 0.005
0. (7=6) | 0.00080.0003 | 1.13+0.45 | 0.04+0.15 | 1.89=0.42 | 0.80=0.16
HCC+ 6. (n=6) | 0.0006+0.0004 | 2.67+0.85% | 1.59+0.36" | 2.36+0.21%* | 1.05+0.14
8B4 | 12.(n=6) | 0.0013+0.0007 | 0.99+ 0.40° | 0.60+0.20° | 1.58 +0.50° | 0.79 +0.32
18. (n=6) | 0.0011 + 0.0005 0 12?9'04 0.72+0.44" | 1.67+0.22° | 0.72+0.12
P 0.105 <0.0001 | 0001 0.008 0.064

[T 1)

Sonuglar ortalama + ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. “n” sigan sayisini ifade
etmektedir. GSH, indirgenmis glutatyon, SOD; Siiperoksit dismutaz, CAT; Katalaz, MDA;

Malondialdehit, a; 0. haftaya, b; 6. haftaya, C; 12. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
farkhiliklar: gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Antioksidan kapasiteyi olusturan GSH, SOD, CAT, Nitrit ve MDA diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalarda gosterdigi degisimler

aman GSH SOD CAT Nitrit MDA
Grup (umol/mg (U/mg (U/mg (nM/mg (nmol/ mg

(Hafta) . : : : :

protein) protein) protein) protein) protein)

Kontrol (n=6) | 0.0010+0.0007 | 1.45+0.56 | 0.82+0.35 | 1.89+0.89 | 0.83+0.25
6. HCC (n=6) 0.0006 £0.0003 | 2.19+0.75 | 1.70+0.14 | 2.67+0.67 | 1.17+0.20"
HCC+BB3 (n=6) | 0.0005=0.0003 | 2.69+0.70 | 1.98+0.74 | 2.580.74 | 1.06+0.19
HCC+BB4 (n=6) | 0.0006+0.0004 | 2.67+0.85 | 1.59+0.36 | 2.36+0.21 | 1.05+0.14

P 0.267 0.049 0.005 0.236 0.050
Kontrol (n=6) | 0.0016+0.0002 | 0.64=0.22 | 0.85+0.26 | 1.16+0.20 | 0.65+ 0.09
12 HCC (n=6) 0.0007 £0.0003 | 0.72+£0.19 | 1.23+0.39 | 1.28+0.23 | 0.60 +0.08
HCC+BB3 (n=6) | 0.0014 = 0.0005" | 0.77+0.32 | 0.68+0.117 | 1.17£0.48 | 0.64 +0.12
HCC+BB4(n=6) | 0.0013 + 0.0007" | 0.99+0.40 | 0.60+0.21 | 1.58+0.50 | 0.79 +0.32

P 0.036 0.433 0.015 0.232 0.751
Kontrol (n=6) | 0.0017+0.0004 | 0.11+0.04 | 0.62+0.34 | 1.52+0.38 | 0.73+0.12
HCC (n=6) 0.0005+0.0002° | 1.46+0.84 | 1.39+0.31 | 1.93+0.42 | 1.1240.31"
HCC+BB3 (n=6) | 0.0013 = 0.0006" 0'25%0'12 0.57+0.36" | 1.91+0.22 | 0.80+0.18

18.

HOC+BB4 (ng) | COOTIEQ0005 [ 0072004 [ 0l o 022 | 072504"
HC(E::[%I;/ISO 0.0008 £0.0003" 0.81;:’;).25 l.6§j€ 5.39 L 082 0.44 2.23;;11.15

P 0.002 <0.0001 | <0.0001 0.130 0.001

[ 1)

Sonuglar ortalama + ortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmistir. “n” sigan sayisini ifade
etmektedir. GSH, indirgenmis glutatyon, SOD; Siiperoksit dismutaz, CAT; Katalaz, MDA;

Malondialdehit, : ; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, f; HCC+BB3 grubuna I; HCC+BB4 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

4.1.2.1. Doku GSH Diizeyleri

GSH diizeylerinin zamana bagl olarak gruplarin kendi igerisindeki degisimi
Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Kontrol grubunda GSH diizeyleri zamanla yiikselmistir.
12. ve 18. haftada elde edilen GSH diizeyleri ¢alisma baslangicina gore istatistiksel
olarak anlamli bir artig gostermistir (sirastyla p=0.019, p=0.006). HCC+BB3 grubunda
12. ve 18. haftalarda 6. haftaya gore bir artis gozlenmistir (sirasiyla p=0.005, p<0.05).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (Sekil 4.9).
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Kontrol HCC HCC+BB3 HCC+BB4

Sekil 4.9. GSH diizeylerinin her bir grubun kendi iginde zamana bagl olarak degisiminin bar grafik

olarak gdsterimi. GSH; indirgenmis glutatyon, ° ; 0. haftaya, b; 6. haftaya gore istatistiksel olarak
anlaml (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

Gruplar arast1 GSH diizeylerini karsilastirdigimiz da ise 6. haftada gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. 12. haftada HCC grubu
GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalma gostermistir (p=0.047).
HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubu GSH diizeyleri 12. haftada HCC grubuna gore artmistir
(p<0.05). Calismanin sonlandirildig:1 18. haftada ise HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubu
GSH seviyeleri HCC grubuna goére artmistir (p<0.05). HCC+BB4 grubu GSH
seviyelerinde ayni zamanda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmektedir (p<0.05). 18. haftada hem HCC hem de HCC+DMSO grubu GSH
diizeyleri kontrole gore azalma gostermistir ve bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

olarak bulunmustur (sirasiyla p=0.000, p=0.010) (Cizelge 4.8, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. GSH diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalardaki degisimlerinin bar

grafik olarak gosterimi. ; Kontrol grubuna, . Hee grubuna gore istatistiksel olarak anlamir (p<0.05)
farkliliklar: géstermektedir.

4.1.2.2. Doku SOD Aktivitesi

SOD aktivitesi zamana bagli olarak degerlendirildiginde kontrol grubu harig¢ tiim
gruplarda 6. haftada 0. haftaya gore anlamli derecede artmustir (p<0.05). Kontrol grubu
SOD aktivitesi, 12. ve 18. haftada 0. ve 6. haftalara gére anlamli derecede azalma
gostermistir. HCC grubunda 6. haftadaki SOD aktivitesi 0. haftaya gore anlamli
derecede artarken (p<0.05), 12. haftada ise 6. haftaya gore anlamli derecede azalmistir
(p=0.011). HCC+BB3 grubunda SOD aktivitesi 6. haftada 0. haftaya gore anlamli
derecede artarken, 12. ve 18. haftada 6. haftaya gore onemli miktarda azalmistir
(p<0.000). HCC+BB4 grubunda 6. haftada 0. haftaya gore 6nemli miktarda artan SOD
aktivitesi, 12. haftada 6. haftaya gore anlamli miktarda azalmistir. 18. haftada ise 0., 6.
ve 12. haftaya gore anlamli derecede azalmistir (p<0.000) (Cizelge 4.7, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. SOD enzim aktivitelerinin her bir grubun kendi i¢inde zamana baglh olarak degisiminin bar

grafik olarak gosterimi. SOD; Siiperoksit dismutaz, a ; 0. haftaya, b; 6. haftaya, ¢ 12 haftaya gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

SOD aktivitesini gruplar arasinda karsilastirdigimizda 12. hafta hari¢ diger
haftalarda SOD aktivitesinde anlamli farkliliklar gdzlenmistir. 6. haftada HCC+BB3 ve
HCC+BB4 gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli derecede artmustir (p<0.05). HCC
stirecinin tamamlandigi 18. hafta sonunda ise HCC grubu SOD aktivitesi kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmustir (p=0.002). HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplar1
kontrol grubuna gore anlamli derecede artarken, HCC grubuna gore anlamli derecede
azalmistir (p<0.05). HCC+DMSO grubu ise kontrol, HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubuna
gore anlamli derecede artmustir (p<0.05) (Cizelge 4.8, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. SOD enzim aktivitelerinin gruplar arasi karsilagtirmada 6., 12. ve 18. haftalardaki
degisimlerinin bar grafik olarak gosterimi. SOD; Siiperoksit dismutaz, ; Kontrol grubuna, #; HCC

grubuna, f; HCC+BB3 grubuna I; HCC+BB4 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
Sfarkliliklar: géstermektedir.

4.1.2.3. Doku CAT Aktivitesi

Zamana bagli olarak gruplarm kendi igindeki CAT enzim aktivitesi
incelendiginde, kontrol grubunda (p=0.324) istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir. HCC grubunda 6. ve 18. haftada baglangic CAT aktivitesine gore
anlamli bir artig, 12. haftada ise 6. haftaya gore anlamli bir azalma goézlenmistir
(p<0.05). HCC+BB3 grubunda 6. haftada 0. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir
artiy gozlenmistir (p<0.05). 12. haftada (p=0.003) ve 18. haftada (p=0.002) ise 6.
haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenmistir. Benzer olarak
HCC+BB4 grubunda da 6. haftada 0. haftaya gére anlaml bir artig (p<0.05) ile 12. ve
18. haftalarda 6. haftaya gore bir azalma gézlenmistir (sirasiyla p=0.003, p=0.008)
(Cizelge 4.7, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. CAT enzim aktivitelerinin her bir grubun kendi i¢inde zamana baglh olarak degisiminin bar

grafik olarak gdsterimi. ° ; 0. haftaya, b; 6. haftaya gore istatistiksel olarak anlaml (p<0.05) farkiliklar
gostermektedir.

Gruplar arasi karsilastirmada; 6. hafta HCC (p=0.038) ve HCC+BB3 (p=0.004)
gruplarinda CAT enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artis saptanmistir. 12. haftada ise HCC+BB3 grubunda HCC grubuna gore anlaml
derecede bir azalma gozlenmistir (p=0.026). 18. haftada HCC grubu CAT enzim
aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir
(p<0.05). 18. haftada HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubu CAT aktiviteleri de HCC
(p<0.05) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermektedir. 18. haftada
HCC+DMSO grubu kontrol grubuna (p=0.020), HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarina
gore anlamli derecede artmustir (p<0.05) (Cizelge 4.8, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. CAT enzim aktivitelerinin gruplar arasi karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalardaki
degisimlerinin bar grafik olarak gosterimi. CAT; Katalaz, ; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, 7L;

HCC+BB3 grubuna I,‘ HCC+BB4 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliiklan
gostermektedir.

4.1.2.4. Doku Nitrit Diizeyleri

Nitrit diizeyleri kontrol grubunda ¢alisma siirecinde anlamli bir degisiklik
gostermemistir (p=0,088). HCC grubunda 6. haftada baslangi¢ nitrit diizeyine gore
anlamli bir artig gozlenirken (p<0,05), 12. haftada ise baslangic ve 6. hafta diizeylerine
gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05, p=0,001). 18. haftada ise 6. haftaya gore
anlamli derecede azalmistir (p<0,05). HCC+BB3 grubun nitrit diizeyleri 12. haftada 0.
ve 6. haftaya gore; 18. haftada ise 6. haftaya gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05).
HCC+BB4 grubunda ise 6. haftada baslangi¢ nitrit diizeyine gdre anlamli bir artis
gozlenirken, 12. ve 18. hafta nitrit diizeyleri de 6. haftaya gore diisiik bulunmustur

(p<0,05). (Cizelge 4.7, Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Nitrit diizeylerinin her bir grubun kendi iginde zamana bagli olarak degisiminin bar grafik
olarak gbsterimi. © ; 0. haftaya, b; 6. haftaya gore istatistiksel olarak anlamii (p<0.05) farkiiklar:
gostermektedir.

Gruplar aras1 degerlendirme yaptigimizda nitrit diizeylerinde hicbir haftada

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Nitrit diizeylerinin gruplar arasi1 karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalardaki degisimlerinin bar
grafik olarak gosterimi.

4.1.2.5. Doku MDA Diizeyleri

Lipit peroksidasyonunun son fiiriinii olan MDA diizeyleri kontrol grubunda
zamana bagli olarak bir degisim gostermemistir. HCC grubunda ise 6. haftada artmus
12. haftada (p=0.001) azalmis ve 18. haftada tekrar bir artis gostermistir (p=0.003).
HCC+BB3 grubun MDA diizeylerinde 6. haftada baslangica gore anlamli bir artis
(p<0.05) gozlenirken, 12. haftada ise 6. haftaya gore bir azalma gézlenmistir (p=0.004).
HCC+BB4 grubunda ise HCC olusum siirecinde higbir haftada istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0.064) (Cizelge 4.7, Sekil 4.17)
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Sekil 4.17. MDA diizeylerinin her bir grubun kendi i¢inde zamana bagl olarak degisiminin bar grafik

olarak gosterimi. MDA; Malondialdehit, a.0. haftaya, b; 6. haftaya, ¢ 12, haftaya gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) farkhiliklar: gostermektedir.

Doku MDA diizeyleri, gruplar arasinda karsilastirildiginda 6. haftada HCC
grubu kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gosterirken (p=0.044) 12. hafta higbir
grupta anlamli bir farklilik bulunmamistir. 18. haftada HCC grubu kontrol grubuna gore
anlamli derecede artarken (p<0.05), HCC+BB4 grubu da HCC grubuna gore anlamli
derecede azalmistir (p<0.05). HCC+DMSO grubunda ise kontrol (p=0.001), HCC
(p=0.013), HCC+BB3 (p<0.05) ve HCC+BB4 (p=0.001) gruplarina gore istatistiksel
olarak daha yiiksek MDA diizeyleri gozlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmada 6., 12. ve 18. haftalardaki degisimlerinin bar

grafik olarak gosterimi. MDA; Malondialdehit,

; Kontrol grubuna, #; HCC grubuna, f; HCC+BB3

grubuna f}. HCC+BB4 grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) farkliliklar: géstermektedir.

4.2. Karaciger Dokularina Ait Bulgular

4.2.1. Karaciger Dokularina Ait Makroskopik Bulgular

Daha 6nce yaptigimiz ¢alismalarda siganlarda HCC olusum siirecinin yaklagik

olarak 18 hafta oldugunu saptamis bulunmaktayiz (143). Bu nedenle HCC olusumunu

gbézlemlemek amaciyla rastgele secilen sicanlar 0. hafta (baslangig), 6. hafta, 12. hafta

ve 18. haftada sakrifiye edilerek bu gelisim takip edilmistir. 18. haftanin sonunda
oldiiriilen kontrol, HCC, HCC+BB3, HCC+BB4 ve HCC+DMSO gruplarindaki

sicanlara ait karaciger dokularmin makroskopik goriintiileri Sekil 4.19°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.19. 18. hafta sonunda siganlarin karacigerlerine ait makroskopik goriiniim. A: Kontrol grubu, B:
HCC grubu, C: HCC+BB3 grubu, D: HCC+BB4 grubu, E: HCC+DMSO grubu.

4.2.2. Karaciger Dokularina Ait Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarindaki sicanlarda normal
karaciger dokusu gozlendi (Sekil 4.20).

HCC grubunda 6. haftanin sonunda sakrifiye edilen siganlarin karaciger
dokusunda ise portal alanlarda daginik mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu, fibroz
ve dejenere yer yer displastik degisiklikler gozlendi. 12. haftanin sonunda portal
alanlarda, parankimde portal-portal ya da portal-santral kopriilesmeler yapan ve
karacigeri nodiillere ayiran ya da nodiillere ayirma egilimi gosteren fibroz, parankimde
asikar displastik degisiklikler ve siroz gdzlenmistir. 18. haftanin sonunda ise karaciger
dokusunda large-cell displazi alanlarinda komsu genis tiimor odaklar1 goézlendi.
Timoriin  genisce eozinofilik sitoplazmali, oval-hiperkromik niikleuslu neoplastik
hepatositlerden olustugu gozlendi (Sekil 4.21).

HCC+BB3 grubunda 6. haftanin sonunda sakrifiye edilen siganlarin karaciger
dokusunda fibroz, siroz ve neoplastik hiicrelerde niikleer boyut degisikligi gozlendi. 12.

haftanin sonunda siroz, agir displastik nodiilde belirgin niikleus ve seffaflasma gosteren
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hepatositler gozlendi. 18. haftanin sonunda ise karaciger dokular1 rejenere olarak portal
fibroz, prefibroz ve siroz gozlendi (Sekil 4.22).

HCC+BB4 grubunda 6. haftanin sonunda sakrifiye edilen siganlarin karaciger
dokusunda portal fibroz, displazi ve neoplastik hiicreler gézlendi. 12. haftanin sonunda
siroz, displastik nodiiller ve timdr hiicreleri gdzlendi. 18. haftanin sonunda ise karaciger
dokularinda siroz, displazi ve trabekiiler yapilar olusturmus tiimor hiicreleri gézlendi
(Sekil 4.23).

HCC+DMSO grubundaki siganlarda 18. haftanin sonunda karaciger dokusunda

trabekiiler yapilar olusturmus neoplastik karaciger hiicreleri gozlendi (Sekil 4.24).

Sekil 4.20. Kontrol grubundaki siganlarin karaciger dokularma ait HE boyamalarmm fotomikrograf
gorintiileri. (4) Kontrol grubunun 0. haftasinda normal karaciger dokusunun goriintiisti (HEX100). (B)
Kontrol grubunun 6. haftasinda normal karaciger dokusunun goriintiisii (HEX80). (C) Kontrol grubunun
12. haftasinda normal karaciger dokusunun gériintiisii (HEX80). (D) Kontrol grubunun 18. haftasinda
normal karaciger dokusunun goriintiisii (HEX80).
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Sekil 4.21. HCC grubundaki sicanlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin fotomikrograf
goruntiileri. (E) HCC grubunun 6. haftasinda dejenere yer yer displastik degisiklikler gosteren karaciger
dokusu (HEX150). (F) HCC grubunun 12. haftasinda displastik degisiklikier gosteren karaciger dokusu
(HEX100). (G) HCC grubunun 18. haftasinda karaciger dokusunda displastik nodiil olugumu (HEX100).

Sekil 4.22. HCC+BB3 grubundaki siganlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin fotomikrograf
goriintileri. (1) HCC+BB3 grubunun 6. haftasinda neoplastik hiicrelerde niikleer boyut degisikligi ve
niikleus belirginligi (HEX150). (K) HCC+BB3 grubunun 12. haftasinda agwr displastik nodiilde belirgin
niikleus ve seffaflasma gosteren hepatositler (HEX100). (L) HCC+BB3 grubunun 18. haftasinda fibrotik
degisiklikler gosteren karaciger dokusu (HEX80).
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Sekil 4.23. HCC+BB4 grubundaki si¢anlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin fotomikrograf
goruntiileri. (M) HCC+BB4 grubunun 6. hafiasinda diplastik ve neoplastik hiicre gruplar: (HEX100). (N)
HCC+BB4 grubunun 12. haftasinda diplastik ve neoplastik hiicre gruplari (HEX100). (O) HCC+BB4
grubunun 18. haftasinda trabekiiler yapilar olugturmusg tiimor hiicreleri (HEX100).

Sekil 4.24. HCC+DMSO grubundaki si¢anlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin fotomikrograf
gortntiileri. (H) HCC+DMSO grubunun 18. haftasinda trabekiiler yapilar olusturmus neoplastik
karaciger hiicreleri (HEX100).
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5. TARTISMA

Gelismis iilkelerdeki en Onemli saglik problemlerinden birisi HCC’dir ve
insidans1 bolgelere gore degismektedir (150). Etiyolojisi birden ¢ok faktore bagli olan
HCC’nin tedavisi oldukga giictiir. HCC hepatositlerde malign transformasyona neden
olan genetik degisiklikleri kapsayan ¢ok basamakli bir siiregtir. (151). HCC gelisimine
neden olan molekiiler mekanizma heniiz tam olarak bilinmedigi i¢in prognozu oldukca
zayiftir (150,152). Mortalitesi ve morbiditesi olduk¢a yiiksek olan HCC’nin nedeni
siklikla HBV ile HCV’nin olusturdugu karaciger hastaliklar1 ve sirozdur. Bunlarm yani
sira alkol, sigara, yagh karaciger, demir fazlaligi, yiiksek AFP, aflatoksin ve ¢esitli
kimyasallar da HCC’ye neden olan risk faktorleri arasinda yer almaktadir (19).

Bu calismada nitrozaminler arasindaki en 6nemli ¢evresel karsinojenlerden biri
ve karaciger tlimoriniin primer indiikleyicisi olan DEN, 18 hafta boyunca siganlara
giinlik dozu 100 ppm olacak sekilde icme suyu ile verilerek HCC olusturuldu.
Calismamizda kimyasal karsinojen olarak DEN’i kullanmamizin nedeni i¢me suyuna
ilave edilen DEN’in 10-18 hafta boyunca tiiketilmesi sonucunda HCC olusumunun
gozlenmesidir (143). DEN, mutasyona ugramis Karaciger hiicrelerinin sayisinin
artmasma katkida bulunan postnekrotik hepatoselliiler ¢ogalmay1 uyarir ve bu nedenle
karaciger calismalarmda model olarak kabul edilir (153). Tessitore ve Bollita da
karacigere 200mg/kg DEN uygulamasmin fibroz ve nekroza sebep oldugunu
bildirmislerdir (154). Bu ¢alismada, apoptotik mekanizmanin bir belirteci olan kaspaz
-3, -8, -9 enzim aktiviteleri ile apoptozisin fizyolojik uyaricilarindan Fas ve FasL
diizeyleri; antioksidan kapasiteyi gozlemlemek amaci ile CAT ve SOD enzim
aktiviteleri ile GSH, nitrit ve MDA diizeylerini saptadik.

Kaspazlar pek ¢ok hiicre tipinde apoptozise neden olurlar. Kaspazlarin bircogu
inaktif proenzimler olarak sentezlenirler ve apoptozise giderken kirilarak aktif forma
doniisiirler. Giinlimiize kadar 14 kaspaz enziminin apoptotik yol iziyle iliskili oldugu
bildirilmistir (77). Cok sayida farkli kaspaz enzimleri kesfedilmis ve bircok molekiiliin
bunlarin aktivitesini diizenledigi saptanmistir. Molekiiler apoptotik yol izi ile
kaspazlarin organizmadaki fizyolojik ve patolojik rolleri arasinda temel bir baglanti

vardir (155).
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Bu caligmamizda kaspaz bagimli; mitokindriyal yol izi ya da kaspaz bagimsiz;
oliim reseptorleri yol izi apoptotik yol izlerinin her ikisinin de ortak efektor kaspazi olan
kaspaz-3 enzim aktivitesi kontrol, HCC ve HCC+BB3 gruplarinda 6. haftada baslangi¢
kaspaz-3 enzim aktivitesine gore artmis, 12. haftada ise azalmistir. 18. haftada HCC ve
HCC+BB3 gruplarinda anlamli derecede artarken kontrol ve HCC+BB4 gruplarinda ise
bir farklilik gozlenmemistir. Gruplar1 kendi arasinda karsilastirdigimizda kaspaz-3
enzim aktivitesinde 12. haftada, sadece HCC+BB4 grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. HCC’nin sonlandigi 18. haftada ise
HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarindaki kaspaz-3 enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. Bu artis HCC+BB3 grubunda HCC+BB4
grubuna gore daha fazladir. BB3’iin BB4’e oranla apoptozisi daha fazla indiikledigi
diistiniilebilir. Ayrica kaspaz-3 enzim aktivitesinin HCC+BB3 grubunda HCC grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli artis1 saptanmistir. HCC+DMSO grubunda HCC+BB3
ve HCC+BB4 gruplarma gore daha diisiik kaspaz-3 enzim aktivitesi saptanmistir. Bu
sonug ise BB3 ve BB4’iin apoptotik etkisinin, bu maddeleri ¢6zmek i¢in kullandigimiz
DMSO’dan kaynaklanmadigini géstermektedir.

Granado-Serrano ve ark’nin potansiyel bir hepatotoksik, karsinojen ve mutajen
bir kimyasal olan DEN uygulayarak karaciger toksisitesi olusturduklar1 si¢anlarla
yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, bu ¢alismamiza benzer sekilde kaspaz-3 aktivitesinde
onemli bir artig saptamiglardir. DEN ile karaciger hasari olusturulmus grup, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kaspaz-3 enzim aktivitesinin kontrol grubuna gére anlamli
derecede arttigini gozlemlemislerdir (156).

Bantel ve ark. apoptozisden sorumlu en énemli enzim olan kaspaz-3 6l¢limiiniin,
ilerleyen karaciger fibrozu ile bir tutulan karaciger hasarinin tanimlanmasinda hassas bir
belirteg oldugunu vurgulamiglardir (157). Kang ve ark.’na benzer olarak Schmitz ve
ark. da caligmalarinda karaciger kanserinde yiiksek apoptozis hizini gdstermislerdir
(158).

Kang ve ark. DEN ile uyarilmis in vivo olarak hepatokarsinogenez olusturulmus
yabanil tip farelerde baslangi¢ dozu uygulanan kisa dénemli ¢aligmalarinda apoptotik
indeks (AI) yani TUNEL pozitif hiicrelerin sayisi, kaspaz-3 MRNA ve Bax
mRNA’smm karacigerde arttigmi gozlemlerken CYP2E1 eksik farelerde bu

parametrelerde herhangi bir artig saptanmamistir. DEN’in yliksek doz uygulamalarinda
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ise, DNA hasarinin ve mutasyonlarin uyarildigi ve HCC’nin ve hepatoselliiler adenom
‘un (HCA) indiklendigi gozlenmistir. Yabanil tip farelerde CYP2E1 eksik
farelerdekinden daha yiiksek olan AI, DNA hasarinin yabanil tip farelerde daha fazla
oldugunu gostermektedir. Bu olaylarin sonugta malign veya benign tiimorlerin
olusmasi ile sonuglanan hepatokarsinogenezin baslamasi ve ilerlemesinden sorumlu ilk
admmlar olabilecegini vurgulamislardir (153).

Grasl-Kraupp ve ark. yasa bagli kendiliginden gelisen karaciger kanseri
calismalarinda DNA replikasyon ve apoptozis hizlarinin normal karaciger (kontrol) <
varsayilan preneoplastik odaklar < HCA < HCC olacak sekilde arttigini saptamislardir.
Arastirmacilar yapmis olduklar1 bu c¢alisma ile HCC olusmus sicanlarda kontrol
grubuna gore apoptozisin arttigini gozlemlemislerdir (159).

Persad ve ark. farkli hepatoma hiicre kiiltiirlerinde ve cerrahi miidahale yapilan
HCC’li hastalardan elde ettikleri dokularda yaptiklar1 ¢alismalarda kaspaz-3’tin asiri
eksprese oldugunu bildirmislerdir (160).

Sun ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada HCC’de hiicre apoptozisi ile kaspaz-3
ekspresyonu arasinda bir korelasyon olmamasina ragmen, kaspaz-3 ekpsesyon
azalmasmin HCC’nin olusumuna katkida bulunabilecegini bildirmislerdir. Ayrica
kaspaz-3 ekspresyonunun HCC’deki AI’i tek basina etkilemedigini gozlemlemislerdir.
Bu caligmalarinda 39 hastanin 21’inin (%53,8) kaspaz-3 transkriptlerini eksprese
ettiklerini geriye kalanlarin ise kaspaz-3 ekspresyonu agisindan basarisiz oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica karaciger dokularina komsu kanserli olmayan dokular HCC ile
karsilastirildig1 zaman daha fazla pozitif kaspaz-3 aktivitesi gosterdigini saptamiglardir
(161).

Apoptozis, DNA’nin pargalara ayrilmasina neden olan downstream kaspazlarin
aktivasyonu ile sonuglanan intrensek ya da ektrensek yol izlerinden birinin uyarilmasi
ile baslatilir. Oliim reseptdrii yol izi olarak da bilinen ektrensek yol izi, hiicre yiizeyinde
bulunan reseptdre ligandinin baglanmasi sonucu uyarilir ve bu uyarilma daha sonra
kaspaz-8’in aktivasyonuna neden olur (77).

Bu caligmada ekstrensek yol iznin downstream efektor kaspazi olan kaspaz-8
enzim aktivitesi zaman gore ele almacak olursa, kaspaz-8 enzim aktivitesi 6. haftada
kontrol, HCC ve HCC+BB3 gruplarinda, baslangi¢c kaspaz-8 enzim aktivitesi olan 0.
haftaya gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmustir. HCC ve HCC+BB3
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gruplarinda bu artig1 12. haftada bir azalma takip etmistir. 18. haftada ise HCC+BB3
grubunda bir artig gozlenmistir. Gruplar arasi karsilastrma yaptigimizda 6. ve 12.
haftalarda kaspaz-8 enzim aktivitesinde gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemektedir. 18. haftada kaspaz-8 enzim aktivitesi HCC ve HCC+BB3 grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede artarken HCC+DMSO grubunda ise HCC+BB3
grubuna gore anlamli derecede azalmistir. Bu bulgular 1518inda  kaspaz-8
aktivasyonunun bir ¢dziicli olarak kullandigimiz DMSO’ dan degil benzimidazol tiirevi
madde olan BB3’den ileri geldigini belirtebiliriz.

Memelilerde apoptozisin ana kontrol noktasi mitokondridir. Sitokrom c’nin
mitokondriden sitozole salinmasi ile mitokondrinin aktive olmasi apoptotik siirecte geri
doniistimstizdiir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en 6nemli faktor Bcl-2 ailesidir.
Hem proapoptotik hem de antiapoptotik tiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri
tizerindeki etkileriyle apoptozis baslar ya da baskilanir. Mitokondriyal intrensek yol
izinde sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salinimi, latent sitozolik bir protein olan
apaf-1’in sitokrom ¢ ile baglanarak apoptotik kompleks olusumuna neden olur. Bu
kompleks daha sonra intrensek yol izinin baslatici kaspazi olan kaspaz-9’un
aktivasyonuna neden olur (103).

Bu ¢alismada kaspaz-9 enzim aktivitesi 6. haftada kontrol ve HCC grubunda en
yiksek diizeye ulasirken, bu artis1 12. haftada bir azalma takip etmistir. Kontrol
grubunda 12. ve 18. haftalarda 6. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir. HCC+BB3 grubunda 18. haftada 0. haftaya gore anlamli bir artis
gozlenmistir. HCC+BB4 grubunda 18 hafta siiresince kaspaz-9 enzim aktivitesi
degismemistir. Gruplar1 kendi arasinda karsilastirdigimizda 6. haftada HCC+BB3 ve
HCC+BB4 gruplar1 kaspaz-9 enzim aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede azalmistir. 12. haftada HCC ve HCC+BB3 gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma gozlenirken, HCC+BB4 grubunda ise HCC ve
HCC+BB3 gruplarma gore anlamli bir artig gozlenmisti. HCC gelisiminin
tamamlandig1r 18. haftada en yiiksek kaspaz-9 aktivitesi HCC+BB4 grubunda
gozlenmesine ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. HCC+BB4
grubunda HCC+BB3’e gore daha yiiksek kaspaz-9 enzim aktivitesi bulunmasi intrensek

yol izinde BB4’iin BB3’den daha ¢ok etkili oldugunun bir gostergesi olabilir.
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HCC’de Fas/FasL sistemi ile apoptozis yol izinin 0nemi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. TNF reseptor ailesinin transmembran reseptorlerinden biri olan Fas,
ligand1 olan FasL’ye baglandig1 zaman apoptotik sinyali hiicrelere iletir (162). HCC’nin
de icinde bulundugu kanser hiicrelerinde Fas ve FasL ekspresyonu 6nemli bir rol
oynamaktadir ve kanserli hastalarin prognozuyla iligkilidir. Fas ekspresyon diizeyi,
zayif farklilasma gosteren ve biiyilk boyutta HCC hiicrelerinde 6nemli bir azalma
gosterir. Karsinoma hiicrelerindeki FasL ekspresyonu sadece kismen veya zayif
farklilasma gdsteren durumlarda gdzlenmektedir (163). lyi farkhilasmis tiimorlerde
goriilen belirgin Fas ekspresyonunun, artmis apoptozisin gostergesi olarak, tiimoriin
biiyiimesini yavaglattig1 diistiniilmektedir. Buna uygun davranmayan tiimorlerde ise bu
durum kendiliginden olusan apoptozise bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (164).

Bu caligmada 0., 6., 12. ve 18. haftalarda kontrol grubunda Fas ekspresyonu %
100 negatif, HCC grubunda swastyla % 83.3, % 83.3 ve % 50 Fas (+) pozitif,
HCC+BB3 grubunda tiim haftalarda Fas ekspresyonu % 100 (+) pozitif, HCC+BB4
grubunda sirasiyla Fas ekspresyonu % 100, % 80 ve % 100 (+) pozitif olarak
saptanmustir. DMSO grubunda ise 18. haftada % 100 (+) olarak gézlenmistir. Gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda ise fas ekspresyonu HCC, HCC+BB3 ve
HCC+BB4 gruplar1 kontrole gore artmustir. Fas ekspresyonu hem HCC’de hem de BB3
ve BB4 uygulanan siganlarda arttign gozlenmistir. Ozellikle 18. haftada HCC
grubundaki sicanlarda Fas ekspresyonu % 33,3 (++) pozitif ve % 16,7 (+++) pozitif
olarak saptanmistir.

FasL ekspresyonu da kontrol grubunda tiim haftalarda % 100 negatiftir. HCC,
HCC+BB3 ve HCC+BB4’de FasL ekspresyonu zaman igerisinde artmustir. Gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda FasL ekspresyonu HCC, HCC+BB3 ve HCC+BB4
gruplarmda kontrole gore artmistir.

Fukuzawa ve ark.’lar1 yapmis olduklar1 bir ¢alismada normal karaciger
dokularinda Fas ve FasL expresyonunu gozlemlememislerdir. HCV ile enfekte olmus
kronik hepatitli hastalarda ve karaciger sirozunda Fas ekspresyonu hiicre zarinda veya
hepatositlerin sitoplazmada gozlemislerdir. Fas ekspresyonu inflamasyonun genisligi ile
arttigin1 saptamislardir. Diger taraftan hem Fas hem de FasL’nin sadece kanserli
karaciger hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda ¢evredeki ¢ok zayif degisim gosteren HCC

hiicrelerinin haricindeki hiicrelerde de exprese oldugu goriilmiistiir. HCC’de apoptozis,
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Fas/FasL. ekspresyonunun baskilanmasiyla ya da bazen de FasL ekspresyonunun
artmasiyla diizenlenebilecegini savunmuslardir (165). Bugiine kadar yapilan bazi
calismalarda ise Fas reseptor expresyonuna ragmen HCC’li hiicrelerin Fas aracil
apoptozise karsi direngli oldugu bulunmustur (166).

Ito ve ark. HCC hastalarindaki yiikselmis Fas ve FasL ekspresyonu bu iki
belirtecin prognostik a¢idan degerli oldugunu bildirmislerdir (167). Fas/FasL
baskilanmasinin; metastaz, malignansi ve HCC olusumu ile iligkili oldugu saptanmistir
(165). Chen ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmada, insan hepatoma hiicrelerinde FasL’nin
apoptozisi indiikledigi ve bu hiicrelerin Fas/FasL yoluyla apoptotik aktivite gosterdikleri
vurgulanmstir (162).

Kubo ve ark. yapmis olduklari ¢alismada HCC dokularinda Fas, FasL
ekspresyonunun bu dokulara komsu olan ve tiimorlii olmayan karaciger dokularindaki
Fas, FasL ekspresyonundan onemli derecede disiik oldugunu belirtmislerdir. Bu
calismalari ile Fas sisteminin HCC apoptozisinde onemli olmadigini vurgulamislardir.
Fas ve FasL ekspresyonunun tiimorlii olmayan karaciger dokulari ile karsilastirildiginda
HCC’de baskilandigin1 ve ekspresyondaki bu farkin HCC progresyonu ile iligkili
olabilecegi vurgulanmistir (168).

Higaki ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, Tsugena ve ark’na (169) benzer
olarak, normal karaciger dokusu, kronik hepatit veya kronik sirozlu dokular gibi HCC’li
olmayan biitiin dokularda Fas ekspresyonu oldugunu ve bu ekspresyonun sadece
sitoplazmada degil ayni zamanda yiizeyde de oldugunu gozlemlemislerdir. Tsugeno ve
ark.’nin HCC dokularinda Fas ekspresyonunu gozlemlemeleri ilk ¢aligma olsa da
Higaki ve ark.’nin bulmus olduklar1 sonu¢lar bunu onaylamaktadir. Bu bulgulara gore;
HCC dokularinda Fas ekspresyonu olsa da bu ekspresyon yogunlugu ve sikligit HCC’li
olmayan dokulardakine gore daha diisiik diizeyde ve genellikle sitoplazmada olmaktadir
(170).

Fas/FasL sisteminin karaciger apoptozisinde, kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olan en 6nemli yol izlerinden biri oldugunu ileri stirmiistiir (171). Bunlarin yani sira
primer hepatosit kiiltiiriinde yapilan c¢aligmada, Fas/FasL sisteminin hepatositlerde
kaspaz-3, -7 ve -9’un aktivasyonunu tetikleyerek kaskadin ilerlemesine ve apoptozise

neden oldugu gosterilmistir (172,173).
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Oksidatif stres hidrojen peroksit, hidroksil radikali, siiperoksit anyonu gibi
ROT’larin artmasi sonucu olusur. ROT un yiiksek diizeyleri kanseri de igeren birgok
hastaligin olugsmasiyla sonuglanan mitokondriyal hasar, DNA modifikasyonlar1 ve lipit
peroksidasyonuna neden olur (174).

DEN ile HCC olusturdugumuz bu ¢alismada énemli bir antioksidan olan GSH
diizeyi incelendiginde kontrol grubunda HCC olusum siirecinde zaman iginde GSH
diizeyinin arttigin1 goriiyoruz. HCC ve HCC+BB4 grubunda zaman i¢inde GSH diizeyi
degismezken, HCC+BB3 grubunda 12. ve 18. haftalarda 6. haftaya gore bir artis
gozlenmistir. Gruplar aras1 GSH diizeylerini karsilastirdigimizda ise 6. haftada gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. 12. haftadan itibaren HCC
grubu GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir. HCC+BB3 ve
HCC+BB4 grubu GSH diizeyleri ise HCC grubuna goére artmistir. Calismanin
sonlandig1 18. hafta ise HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubu GSH diizeyleri HCC grubuna
gore artmis bulunurken, HCC+BB4 grubu GSH diizeyleri ayrica kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmaktir. 18. haftada HCC ve HCC+DMSO gruplar: ise kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir.

Karahan ve ark. ayrica bir serbest radikal temizleyicisi olan ve hiicre
biitlinliigiiniin korunmasi i¢in 6nemli bir bilesik olan GSH diizeyinin DEN verilen
grupta kontrol grubuna gore azaldigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigmi belirtmislerdir (p>0.05). Lipit peroksidasyonunun artmasi sonucu GSH’in
konjuge bilesiklerinin olusmasi ve glutatyon rediiktaz aktivitesinin azalmasma sebep
olabilir. Baz1 arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢alismalarinda oksidatif strese bagli olarak
dokularda GSH diizeylerinde azalma gozlemlerken, bazi arastirmacilar ise olusan
hasarm GSH diizeylerini degistirmedigini hatta arttirabilecegini belirtmiglerdir. GSH
diizeylerindeki bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli olmasa da, bu azalma dokularin
oksidatif strese kars1 bir tepkisi olabilecegini diistinmiiglerdir (175).

Granado-Serrano ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada DEN uygulanmisg
grupta bir serbest radikal temizleyicisi olan GSH miktar1 kontrol grubuna gore 6nemli
oranda azalmstir (156).

SOD aktivitesini HCC siirecinde tiim gruplar1 kendi i¢inde zamana bagli olarak
degerlendirdigimizde HCC, HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarinda 6. haftada 0. haftaya

gore anlaml bir artis gézlenmistir. Kontrol grubunda 12. ve 18. haftalarda 0. ve 6.
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haftalara gore anlamli bir azalma saptanmigti. HCC grubunda 6. haftadaki SOD
aktivitesi 0. haftaya gore anlamli derecede artarken, 12. haftada ise 6. haftaya gore
anlamli derecede azalmistir. HCC+BB3 grubunda 6. haftada 0. haftaya gére anlamli
derecede artarken, 12. haftada 6. haftaya ve 18. haftada ise 0. ve 6. haftaya gore onemli
bir azalma saptanmistir. HCC+BB4 grubunda 6. haftada 0. haftaya gore oOnemli
miktarda artan SOD aktivitesi, 12. haftada 6. haftaya gore anlamli miktarda azalmistir.
18. haftada ise 0., 6. ve 12. haftalara gore anlamli derecede azalmistir. Gruplar arasinda
SOD aktivitesini karsilastirdigimizda 12. haftada SOD aktivitesinde anlamli farkliliklar
gbzlenmemistir. 6. haftada HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplar1 baslangic miktarina gore
anlamli derecede artmistir. HCC siirecinin tamamlandigi 18. hafta sonunda ise HCC
grubu SOD aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede artmistr. HCC+BB3 ve
HCC+BB4 gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, HCC grubuna gore
anlaml derecede azalmistir. HCC+DMSO grubu ise kontrol, HCC+BB3 ve HCC+BB4
grubuna gore anlamli derecede artmistir. ROT hidrolizini saglayan SOD enzim
aktivitesinin BB3 ve BB4 maddesi uygulanan siganlarda disiik bulunmasi bu
maddelerin ortamdaki ROT’lar1 azalttig1 yoniindedir. DMSO grubundaki artis ise bu
etkilerin BB3 ve BB4’{in kendilerine 6zgii oldugunu diistindiirmektedir.

Karaciger dokularinda ¢ok miktarda bulunan CAT, hidrojen peroksidin oksijen
ve suya indirgenmesinde 6nemli, birincil antioksidan enzimlerden biridir. Karahan ve
ark. 6zellikle karaciger dokusunda ve DEN verilen grupta kontrol grubuna gére CAT
aktivitesinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0,01) azaldigmi tespit etmislerdir.
CAT aktivitesindeki bu azalma, dokularda katalazin reaktif oksijen radikallerine karsi
koruyucu bir etkinlik olusturdugunu savunmuslardir (175). Benzer olarak Granado-
Serrano ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada DEN uygulanmis grupta CAT aktivitesi
kontrol grubuna gére 6nemli derecede azalmstir (156).

Bu calismada zamana bagli olarak gruplarin kendi igindeki CAT enzim aktivitesi
incelendiginde, kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.
HCC grubunda 6. ve 18. haftada baslangig CAT aktivitesine gore anlamli bir artig var
iken, 12. haftada ise 6. haftaya gbre anlamli bir azalma gdzlenmistir. HCC+BB3
grubunda 6. haftada 0. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. 12.
haftada ve 18. haftada ise 6. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmistir. Benzer olarak HCC+BB4 grubunda da 6. haftada 0. haftaya gore anlamli
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bir artis ile 12. ve 18. haftalarda 6. haftaya gore bir azalma gozlenmistir. Gruplar arasi
karsilastirmada 6. hafta HCC ve HCC+BB3 grubu CAT enzim aktiviteleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. 12. haftada ise
HCC+BB3 grubunda HCC grubuna gore anlamli diizeyde bir azalma gozlenmistir. 18.
haftada HCC grubu CAT enzim aktiviteleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artig gostermistir. 18. haftada HCC+BB3 ve HCC+BB4 grubu CAT
aktiviteleri ise HCC grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdstermektedir.
18. haftada HCC+DMSO grubu kontrol grubuna, HCC+BB3 ve HCC+BB4 gruplarina
gore anlamli derecede artmustir.

Suda ¢oziinen ve dayanikli olmayan renksiz bir gaz olan NO’in yarilanma 6mrii
cok diisiiktiir. Bu nedenle kanda hizlica nitrit ve nitrata doniisiir. Kandaki asil dayanikh
metaboliti nitrat olan NO, bir serbest radikal olmasindan dolay1 oldukga reaktiftir ve
oksijen radikalleri ile etkileserek onlar1 etkisizlestirebilir. Bu 6zelligi ile bir antioksidan
gibi davranan NO hiicre koruyucusu olarak gorev yapmaktadir. Bunun yan1 sira; O;”
anyonu ile NO’in etkilesmesi sonucunda biyolojik molekiiller olan niikleik asit, lipitler
ve proteinler iizerinde toksik etki gosteren giiclii bir oksidan olan ONOO™ olusur.
Peroksinitrit ve onun par¢alanma {iriinleri lipit peroksidasyonu sonucu hiicre hasarmin
olusumuna neden olur (139).

Bu ¢alismada nitrit diizeyleri kontrol grubunda calisma siirecinde anlamli bir
degisiklik gostermemistir. HCC grubunda 6. haftada baglangi¢c nitrit diizeyine gore
anlaml bir artis gozlenirken, 12. haftada ise baslangi¢c ve 6. haftadakine gore anlamli
derecede azalmistir. 18. haftada ise 6. haftaya gore anlamli derecede azalmistir. HCC
grubunda gozlenen sonuglara benzer sekilde HCC+BB3 grubu nitrit diizeyleri 12.
haftada 0. ve 6. haftaya gore anlamli derecede azalirken, 18. haftada da 6. haftaya gore
anlamli derecede azalmistir. HCC+BB4 grubunda ise 6. haftada bagslangi¢ nitrit
diizeyine gore anlamli bir artis gozlenirken, 12. ve 18. hafta nitrit diizeyleri de 6.
haftaya gore diisik bulunmustur. Gruplar arasi degerlendirme yaptigimizda nitrit
diizeylerinde hicbir haftada istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

DEN uygulanmasinin lipit peroksidasyonunu arttirdigi ve buna bagli olarak fare
karacigerinde apoptotik yanitin arttigini bildiren ¢alismalarda mevcuttur (174).

Chodon ve ark. yapmis olduklar1 calismada DEN uygulanmis si¢anlarda

karacigerdeki lipit peroksidasyonu’nun kontrol grubuna gére dnemli derecede arttigini
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bildirmiglerdir (p<0.001). Sicanlara DEN uygulamasi lipit peroksidasyonu ile
sonu¢landig1 ve karacigerin proneoplastik nodiillerinde kemoluminesans: arttigi ve
aktive oksijen tiirlerinin olusumuna neden oldugu bildirilmistir (176).

Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak inceledigimiz MDA diizeyleri
kontrol ve HCC+BB4 gruplarinda zaman iginde degisiklik gostermemistir. HCC
grubunda ise 6. haftada artmis 12. haftada azalmis ve 18. haftada tekrar bir artis
gostermistir. HCC+BB3 grubu MDA diizeylerinde ise 6. haftada 0. haftaya gére anlaml1
bir artis gozlenirken, 12. haftada ise 6. haftaya gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir. Doku MDA diizeyleri, gruplar arasinda karsilastirildiginda 6.
haftada HCC grubu kontrol grubuna gore anlamli derecede artig gosterirken, 12. hafta
hicbir grupta farklilik bulunmamistir. 18. haftada HCC grubu kontrol grubuna goére
anlaml derecede artarken, HCC+BB4 grubu da HCC grubuna gore anlamli derecede
azalmistr. HCC+DMSO grubunda ise kontrol, HCC, HCC+BB3 ve HCC+BB4
gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek MDA diizeyleri gdzlenmistir.

Karahan ve ark. DEN’in de i¢inde bulundugu farkli nitrozaminlere uzun siire
maruz kalan siganlarda kanda, karaciger ve bobrekte oksidatif hasar1 arastirmislardir.
Bu calismaya gore; uzun siireli DEN verilmesi sonucu nitrozaminlerin olusturdugu
reaktif oksijen radikallerinin artmasiyla karakterize oksidatif stres sonucu lipit
peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA diizeylerinde artma, GSH diizeyleri ile
CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerinde ise azalma oldugunu goérmiislerdir.
Karaciger MDA diizeylerinin DEN verilen grupta kontrol grubuna gére 6nemli oranda
(p<0.001) artig1 bildirilmistir (175). Pek ¢ok c¢alismada farkli nitrozaminlerin karaciger
basta olmak iizere ¢esitli dokularda lipit peroksidasyonuna neden oldugu
bildirilmektedir (177,178).

Farkli kimyasal karsinojenler, karacigerin farkli bdlgelerinde aktive olurlar ve
HCC gelisiminden 6nce farkli hiicresel ¢ogalma sekillerine neden olur. Bu farkin
temeli, cogunlukla farkl karsinojenlerin karaciger lobiillerinin farkli bolgelerinde aktive
olmasma dayanir. Dogada cesitli ve yaygin olarak bulunan karsinojenik bilesiklerden
biri olan DEN biiyiik ¢cogunlukla karaciger lobiillerinin bolge III (perisentral) bolgede
etkisini gosterir. (179)

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarindaki siganlarda normal

karaciger dokusu gozlendi. HCC grubunda 6., 12. ve 18. hafta siiresince progresif bir
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sekilde HCC olusturgu gozlendi. HCC+BB3 grubunda 6. haftanin sonunda sakrifiye
edilen si¢anlarin karaciger dokusunda fibroz, siroz ve neoplastik hiicrelerde niikleer
boyut degisikligi gézlendi. 12. haftanin sonunda, siroz ve displastik nodiiller gézlendi.
18. haftanin sonunda ise karaciger dokular1 rejenere olarak portal fibroz, prefibroz ve
siroz gozlendi. BB3 maddesinin HCC olusumunu engelledigi ve bu gruptaki siganlarin
siroz asamasinda durdugu saptandi. HCC+BB4 grubunda 6., 12. ve 18. haftada siroz,
displastik nodiiller ve tiimor hiicreleri gozlendi. BB4 maddesinin timdr olusumunu
engellemedigi saptandi. HCC+DMSO grubundaki siganlarda 18. haftanin sonunda
trabekiiler yapilar olusturmus neoplastik karaciger hiicreleri gozlendi. Bu bulgular
DMSO c¢oziiclisiinin - HCC olusumunda etkin bir isleve sahip olmadigini
gostermektedir.

Benzimidazolu de ic¢ine alan heterosiklik bilesiklerin sentezi ve biyolojik
degerlendirmesi son donemlerde yapilan calismalarin  6nemli bir kismim
olusturmaktadir (180). Benzimidazol tiirevleri, antitiimor ve antiinflamatuvar aktiviteler
gostermektedir. Abdelwareth ve ark N-acetylaminothiazolo[3,2-a]benzimidazole-2-
carbonitrile maddesi ile yapmis olduklar1 calismada, bu benzimidazol tiirevi maddenin
antitimor etkisini apoptozisi aktive etmesi yoluyla gosterdigini bildirmislerdir. Yapilan
calismada bu maddenin 6nemli derecede antiproliferatif etkisi oldugunu ve hiicre
dongiisiinii G2/M fazinda durdurup zamana bagl olarak apoptozisi indiikledigini
gostermislerdir (129).

Bu ¢alismamizda, BB3 maddesinin HCC olusumunu engelledigini histopatolojik

incelemeler sonucunda saptamis bulunmaktayiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

HCC olusumu sirasinda apoptozis yol izi ve bazi benzimidazol tiirevlerinden
BB3 ve BB4’iin bu olusum iizerine etkilerini gézlemek amaci ile gerceklestirdigimiz bu
calismamizda; gruplar hem kendi i¢inde zamana bagl olarak; hem de 6., 12. ve 18.
haftalarda birbirleri ile karsilastirildi.

HCC grubunda, apoptotik yol izinin gostergesi olan kaspaz-3, -8 ve -9 enzim
aktivitelerinin HCC olusum siirecinde 6. haftada artarken, 12. haftada azaldig1 g6zlendi.
HCC siirecinin tamamlandig1 18. haftada kaspaz-3 enzim aktivitesinde 0. ve 12. haftaya
gore yiiksek bir deger elde edildi. 0. hafta ile karsilastirildiginda Fas ve FasL
ekspresyonunun zamana bagl olarak arttig1 saptandi. Tiimor hiicrelerinin karakteristik
0zelligi olan siirekli ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin, kanserin ilerlemesinde ve hiicre
dongiistiniin  bozulmasinda Onemli bir rol oynadigi ve proliferasyon/apoptozis
arasindaki dengenin proliferasyon yoniinde oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismamizda
farkli olarak her ne kadar HCC olusum siirecinde apoptozis artsa ve daha sonra azalsa
da son asamada, 18. haftada kaspaz-3 enzimi 0. ve 12. haftadan yiiksek bulunmustur.
HCC olusum siirecinde ROT ekspresyonunun 6. haftada arttigi, 12. haftada azaldigi,
daha sonra ise tekrar arttig1 gézlenmistir.

BB3 zamana bagli olarak kaspaz-3 ve -8 enzim aktivitelerini 6. haftada arttirmis
12. haftada azaltnus ve 18. haftada ise tekrar arttirmustir. Benzer artis ve azalmalar
kaspaz -9’da da saptandi fakat bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi. BB3,
kontrol ile karsilastirildiginda Fas ve FasL ekpresyonunu arttirmistir.  Apoptozis
belirteclerindeki bu artma ve azalmalar HCC grubuna benzer sekilde olmasina ragmen
HCC ile karsilastirildiginda HCC+BB3 grubunda bu artis daha fazlaydi. BB3 18.
haftada HCC’de artan oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunu; GSH diizeyini
arttirarak, SOD ve CAT enzim aktivitelerini azaltarak ve MDA diizeyini diisilirerek
kismi bir sekilde azaltmistir.

BB4 maddesi ise zamana bagli olarak sadece kaspaz-3 enzimini kontrol grubuna
kars1 arttirmustir. Kontrol ile karsilastirildiginda Fas ve FasL ekpresyonunu arttirmustir.
HCC grubu ile karsilagtirildiginda 12. haftada kaspaz -3 ve -9’u arttirmistr. HCC
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olusum siirecinde SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile nitrit diizeyleri 6. haftada artmis
12. haftada azalmistr. BB4, 18. haftada HCC’de artan oksidatif stres ve lipit
peroksidasyonunu GSH diizeyini arttirarak ve SOD ve CAT enzim aktivitelerini
azaltarak ve MDA diizeyini diisiirerek kismi bir sekilde azaltmistir.

BB3 ve BB4’iin ¢oziniirligini saglamak amagli kullanilan DMSO’nun bu
maddelerin etkileri tizerine bir katkist olmadig1 saptanmugtir.

Histopatolojik incelemeler sonucunda, deneysel HCC olusumunun saglandigi ve
progresif bir sekilde gelisen HCC’nin BB3 ile engellendigi gozlenmistir. HCC+BB3
grubundaki siganlarda 12. haftada gézlenen agir displastik nodiiller, belirgin niikleus ve
seffaflasma goOsteren hepatositler, 18.haftada ise fibrotik degisikliklere veya siroza
doniigmiistiir. BB4 ve DMSO ise HCC olusumunu engelleyememistir.

Bu sonuglar 1s1¢gmnda; BB3’iin HCC olusumunu engellemesi, apoptozisi
indiiklemesi ve antioksidan kapasiteyi arttirmasi, BB3’tiin HCC tedavisinde umut verici

bir yaklasim olabilecegi one siirtilebilir.
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