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OZET

KELES, O.F. Ratlarda Deneysel Olarak Dietilnitrozamin ile Indiiklenen Hepatoselliiler
Karsinogenezis Surecinde Urtica Dioica’nin Antitiimor Etkinliginin Arastirilmasi. Van Yiiziincii Y1l
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Patoloji Anabilim Dali, Veteriner Programm Doktora Tezi,
Van, 2020. Kanser, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra en ¢ok 6liime sebep olan bir hastaliktir.
Karacigerin primer malign tiimdrlerinin ¢ok biiyiik bir kismmi hepatoselliiler karsinom olusturmaktadir.
Dietilnitrozamin (DEN), genetik etkili kimyasal kansorejenlerin biiyiik bir kismin1 tegkil etmektedir. DEN;
sigara dumaninda, kiirlenmis ve kizartilmis yemeklerde, kozmetik iiriinlerde, alkollii i¢kilerde, islenmis et
iriinlerinde, tarimda kullanilan kimyasallarda, cesitli endiistriyel iirlinlerde bulunmaktadir. Karacigerde
metabolize edilen DEN; karsinojenik, teratojenik, toksik ve mutajenik etkilere sahiptir. DEN, bilim
diinyasinda deney hayvanlarinda karaciger tiimoriinde indiikleyici olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Gunumizde alternatif tipta yaygin bir sekilde kullanilan 1sirgan otunun birgok medikal (antikanserojen,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antitoksik, antioksidan, hepatoprotektif, antidiyabetik ve hipoglisemik)
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, ratlarda deneysel olarak DEN ile indlklenen
hepatosellller karsinogenezis surecinde Urtica dioica tohumu ekstraktinin (UDTE) antitimor etkinligi
arastirilmistir. Bu amagcla; toplam 40 rat, her biri 8’erli 5 gruba ayrildi. Kontrol grubu, UDTE grubu; her
bir rat giinluk olarak orogastrik 1 ml UDTE (0,5 ml eter yag ekstresi ve 0,5 ml etanol ekstresi), DEN grubu;
200 mg DEN/kg/rat, DEN+UDTE-1 grubu; 200 mg DEN/kg/rat + her bir rat gtinlik olarak orogastrik 1 ml
UDTE (etanol ekstresi), DEN+UDTE-2 grubu; 200 mg DEN/kg/rat DEN+her bir rat giinlik olarak
orogastrik 1 ml UDTE (eter yag ekstresi) aldi. 16 haftalik deneme sonunda nekropsileri yapilan ratlardan
biyokimyasal ve histopatolojik analizler i¢in 6rnekler alindi. Biyokimyasal olarak DEN uygulamasi; AST,
ALT ve LDH aktiviteleri ile TOS ve MDA diizeylerini artirirken, TAS, GSH, CAT, SOD ve GSH-Px
diizeylerini ise azaltmistir. Ancak DEN ile birlikte UDTE kullaniminin antioksidan kapasiteyi artirdigi ve
oksidatif stresi baskiladigi, karaciger harabiyetini Onledigi gozlenmistir. Diger taraftan DEN
uygulamasinin, tiimér belirteglerinden ézellikle CA 15-3, CA 19-9 ve CA 125-11 aktivitelerini ve apoptotik
faktorlerden ozellikle kaspaz-3 seviyelerini 6nemli 6lgiide artirdigi, DEN ile birlikte UDTE kullaniminin
ise bu artislar1 azalttig1 saptanmustir. Patolojik olarak DEN grubunda karacigerde ince grandler bir goriinim;
histopatolojik olarak ise hepatositlerde yaygin olarak biiyiik ve kii¢iik hiicre degisimleri ile karakterize
displaziler ile dejenerasyon, safra kanali hiperplazisi, yangisal hiicre infiltrasyonlari, fibrozis ve kolestazis
gozlendi. DEN+UDTE gruplarinda bu morfolojik degisikliklerden biiyiik hiicre degisimlerinin, kistik
dejenere hepatositlerin ve fibrozisin olusmadigi, digerlerinin ise hafif dizeylerde kaldigi gozlendi.
Immunohistokimyasal olarak, DEN grubunda Hep par-1, AFP, kaspaz-3 ve iNOS boyamalarinda belirgin
reaksiyon godzlenirken DEN ile birlikte UDTE verilen gruplarda bu antikorlarin ekspresyonlarinda anlaml
azalma oldugu saptandi. Bu bulgulara gore; DEN ile indlklenen hepatoselliiler karsinogenezis strecinde
UDT ekstraktiin giiglii antioksidan kapasitesi sayesinde doku hasarmni engelleyerek ¢ok belirgin diizeyde
antitimor etkinlige sahip oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Karaciger, Dietilnitrozamin, Urtica dioica, Histopatoloji, immunohistokimya.



ABSTRACT

KELES, O.F. Investigation of Antitumor Efficacy of Urtica Dioica in Diethylnitrosamine-Induced
Hepatocellular Carcinogenesis Process in Rats. Van Yuzuncu Yil University, Health Sciences Institute,
Department of Pathology, Ph.D Thesis, Van, 2020. Cancer is the second commonest cause of death a disease
that causes after cardiovascular system diseases the most death. A large part of the primary malignant tumors of
the liver is hepatocellular carcinoma. Diethylnitrosamine (DEN) constitutes a large part of genetically effective
chemical carcinogens. DEN is found in cigarette smoke, cured and fried foods, cosmetic products, alcoholic
beverages, processed meat products, chemicals used in agriculture and various industrial products. DEN are
metabolized in the liver and have carcinogenic, teratogenic, toxic and mutagenic effects. DEN is widely used as
an inducer for tumor formation of the liver in experimental animals. It is known that stinging nettle (Urtica
dioica) which is widely used in alternative medicine today, has many medicinal properties such as
anticanccinogenic, anti-inflammatory, antimicrobial, antitoxic, antioxidant, hepatoprotective, antidiabetic and
hypoglycemic. In the present study, the antitumor activity of Urtica dioica was investigated in the process of
hepatocellular carcinogenesis induced by diethylnitrosamine in rats. For this purpose; 40 rats in total were
divided into 5 groups of 8 each. The control group was fed with normal rat food. UDS group rats were given 1
ml of UDS extract (0.5 ml ether oil extract and 0.5 ml ethanol extract) orogastrically daily for 16 weeks. DEN
group were given 200 mg/kg DEN once intraperitoneally. DEN+UDSE-1 group were given 200 mg/kg DEN
once intraperitoneally and 1 ml of UDS ethanol extract orogastrically daily for 16 weeks. DEN+UDSE-2 group
were given 200 mg/kg DEN once intraperitoneally and 1 ml of UDS ether oil extract orogastrically daily for 16
weeks. At the end of the 16 weeks trial, samples were taken from the necropsied rats for biochemical and
histopathological analysis. Biochemically; DEN application caused the levels of TOS and MDA, the activities
of AST, ALT and LDH to increas, but the levels of TAS, GSH, CAT, SOD and GSH-Px to decrease. However,
it was observed that the use of UDSE together with DEN increased antioxidant capacity, suppressed oxidative
stress and prevented liver damage. On the other hand, it was determined that DEN administration significantly
increased levels of tumor markers CA 15-3, CA 19-9 and CA 125-11 activities, especially caspase-3 levels and
the use of UDSE together with DEN reverses these increases. Pathologically, in the DEN group, there was a fine
granular appearance on the surface of the livers. Histopathologically, the dysplasias in the form of large and
small cell changes were commonly observed in hepatocytes. Additionally, bile duct hyperplasia, inflammatory
cell infiltrations, fibrosis and cholestasis were seen in the liver parenchyma. In the groups receiving UDSE with
DEN, dysplastic large cell changes, cystic degenative hepatocytes and fibrosis were not observed, however the
other pathological changes were at mild levels. Immunohistochemically, in the DEN group, there was a
significant retraction in Hep par-1, AFP, caspase-3 and iNOS staining, while in the groups receiving UDTE with
DEN, there was a significant decrease in the expression of these antibodies. According to these results, in the
process of hepatocellular carcinogenesis induced by diethylnitrosamine, it was concluded that UDS extract has
a very significant antitumor activity by preventing tissue damage due to its strong antioxidant capacity.

Keywords: Rat, Liver, Diethylnitrosamine, Urtica dioica, Histopathology, Immunohistochemistry.
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1. GIRIS

Kanser, diinyada ve iilkemizde kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra en
cok oliime sebep olan bir hastaliktir. Diinyada 6liimlerin 5°te 1’1 kanser iligkilidir (Tuncer
ve ark., 2009). Diinya Saghk Orgiitiiniin agiklamasina gore kansere yakalanan ve en az
bes yil tedavi olan yaklagik 33 milyon kisi bulunmaktadir. En ¢ok rastlanilan kanser
tiirleri sirasiyla akciger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri ve karaciger kanseridir. En
cok Oliime sebep olan kanser tiirleri ise sirasiyla akciger, kolon, karaciger ve mide kanseri
oldugu kaydedilmektedir. Bu verilerin 1s18inda yapilan tahminlere gore Oniimiizdeki
yillarda diinya geneli yillik yaklasik 20 milyon insanin kansere yakalanma riski oldugu

bildirilmistir (WHO, 2010).

Karacigerin primer malign timorlerinin ¢ok buyik bir kismint hepatoselliiler
karsinom (HSK) ile intrahepatik kolangiyoselliiler karsinom olusturmaktadir. Her yil
diinyada 800.000 civar1 yeni HSK vakasi teshis edilmektedir (Tuncer ve ark., 2009).
Mortalite oran1 ¢ok yiiksek olan HSK erkeklerde kadinlara kiyasla daha fazla
goriilmektedir. HSK; 6zellikle hepatit B ve C enfeksiyonlariin yogun oldugu bdlgelerde
(Bat1 ve Giiney Afrika, Uzak Dogu) daha fazla gorulmektedir (Bosch ve ark., 2004).
HSK’nm olusumunda aflatoksin B1, hepatit B ve C enfeksiyonlari, alkol, phenobarbital,
2-asetilaminofloran, tiyoasetamid (TAA) ve nitrozaminler etkili oldugu bilinmektedir
(Rostkowska ve ark., 1998; Thirunavukkarasu ve Sakthisekaran, 2001).

Dietilnitrozamin (DEN), N-Nitrozodialkilamin yapisinda olup insan sagligini
olumsuz yonde etkileyen kansorejen bir kimyasaldir (Paula ve ark., 2014).
Dietilnitrozamin; sigara dumaninda, kiirlenmis ve kizartilmis yemeklerde, kozmetik
iiriinlerde, insektisitlerde, alkollii ickilerde, islenmis et iiriinlerinde, tarimda kullanilan
kimyasallarda, cedar peynirinde, yiiksek miktarda nitrat igeren yeralti sularinda ve
kauguk- elyaf gibi endiistriyel iiriinlerde bulunmaktadir (Akyuz ve ark., 2001; Rezaie ve
ark., 2013; Patial ve ark., 2015).

Dinyada insanlar, hayvanlar ve bitkiler muntazam bir denge icindedirler.
Insanlarm hizmetine sunulmus bitkiler, insanlig varolusundan beri ciddi bir éneme
sahiptir. Yapilan arkeolojik ¢aligmalar sonucunda insanlarin saglik sorunlari ile bitkiler

arasindaki iliskinin 6nemi vurgulanmistir (Heinrich ve ark., 2004).



Modern tibbin temelini olusturan bitkiler; gegmiste ve giiniimiizde insanlik i¢in
birgok hastalikta koruma ve tedavi amaciyla kullanilmustir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) verilerine gore; diinyada saglik sorunlarinda tedavi maksath bitkisel droglari
kullanan 4 milyara yakin insan oldugu bildirilmistir. Giiniimiizde tibbi ve aromatik
bitkilerin hastaliklarda kullanilmas1 ¢ok ciddi oranda artarak bu durum ile ilgili ¢ok sayida

bilimsel ¢alismalar mevcuttur (Farnsworth ve ark., 1985).

Diinyada medikal maksatl kullanilan binlerce bitki turlerinden biri de 1sirgan otu
(Urtica dioica)’dur. Ulkemizde ve diinyada alternatif tipta yaygin bir kullanim alanina
sahip olan 1sirgan otunun bir¢ok tibbi 6zelligi (antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antitoksik, antioksidan, hepatoprotektif, antidiyabetik ve hipoglisemik) yapilan bilimsel
caligmalarda ortaya konulmustur (Giilgin ve ark., 2004). Urtica dioica mn etanol
ektraktinin kanser hiicrelerinin iiremesini durdugu yapilan in vitro calismada ortaya
konmustur (Ozkol ve ark., 2011). Ancak Urtica dioica ekstraktinin deneysel olarak (in
vivo) olusturulan kanser olgularimda antikanserojen etkisine iliskin yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Planlanan bu ¢aligmada, ratlarda deneysel olarak dietilnitrozamin ile
indiklenen hepatoselliler karsinogenezis surecinde Urtica dioica tohumu ekstraktinin

antitimor etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Karaciger

2.1.1. Karacigerin anatomisi

Karaciger, insan viicudunun deriden sonra en biiylik organidir. Viicut agirhiginin
yaklagik %2’sini olusturmaktadir. Erigkin bir insanda ortalama 1200-1600 gr
agirhigmdadir (Dere, 1994; John, 2001).

Cok 6nemli fonksiyonlara sahip olan karaciger, embriyolojik siiregte mesenterium
ventrale (periton, karin zar1) ile karin duvarina yapisik durumdadir. Abdominal boslugun
biiyiik oranda tist sag ve kismen de iist sol kisminda bulunan karaciger, Glisson kapsul
(kapsula fibroza) olarak adlandirilan periton ile ortiiliidiir (Kuran, 1983). Fakat Glisson
kapsuli, vena kava inferiyor’un diyafram ile kesistigi bolgede, hepatik venler ve safra
kesesi yataginda bulunmamaktadir, yani bu alanlar periton ile ortiilii degildir (Moore,
1992; D’Angelica ve Fong, 2004). Hem ekzokrin hem de endokrin olarak calisan
karacigerin, diyaframatik (diyafram ile komsu) ve viseral (hepatik fleksura, safra kesesi,
mide, 0zofagus, transversus kolon, duodenum ile komsu) olmak {izere 2 yiizii vardir

(Dere, 1994; Blumgart ve Fong, 2000; Emre, 2002; Yildirim, 2004).

Viicudun en biiylik bezi olan karacigerde, kan akimi voliimiiniin yaklasik %75-
80’nin1 portal ven, %25-30’unu ise hepatik arter saglanmaktadir (Orrego ve ark., 1987).
Sag ve sol olmak iizere ikiye ayrilan portal ven; gastrointestinal sistemden, dalaktan ve
pankreastan toplanan vendz kani karacigere getiren damardir. Portal ven; splenik ven,
stperior ve inferior mezenterik venin pankreasin arkasinda birlesmesi ile olusmaktadir.
Hepatik arter; arteria hepatica communis’in karacigere gelen kismudir. Karacigerin
besleyici damaridir. Sag ve sol olmak lizere ikiye ayrilarak karacigerin segmentlerine
gore dallanma gosterir. Portal ven ve hepatik arterlerdeki kan akimi siniizoidlerden
terminal hepatik veniile dogrudur (Nakamura ve Tsuzuki, 1981). Karacigere gelen portal
ven ve hepatik arter, karacigerden ¢ikarken birleserek vena hepatikayr olustururlar.
Hepatik venlerdeki kan akimi sag atriuma dogru devam etmektedir (Ratych ve Smith,
1996; Feliciano ve ark., 2000).



2.1.2. Karacigerin histolojisi

Karaciger parankimi; hepatositler, biliyer epitelyum hicreleri ve Kupffer
hiicrelerinden olugsmaktadir. Karacigerin fonksiyonel ve yapisal tinitesi li¢ farkl lobiiller
halindedir. Bunlar; klasik hepatik lopguk, portal lopcuk ve portal asinlsi olarak
adlandirilir (Roose ve ark., 1995; Ratych ve Smith, 1996; Abraham ve Kierszen, 2006).

Klasik hepatik lobill: Merkezinde sentral ven’in (terminal hepatik veniil)
bulundugu hekzagonal sekilli lopguklardan olusan birimlere klasik karaciger lopgugu
denir. Insan ve bazi hayvan tiirlerinde, bag dokunun az olmasi nedeniyle, lopcuklarmn
hekzagonal yapisini ayirt etmek zordur (Aytekin, 1993). Karacigerdeki toplam hiicrelerin
%80’inini olusturan hepatositler, bir veya iki nukleolus iceren yuvarlak nikleuslu ve
diisiik mitotik aktiviteye sahip olup karacigerin temel yap1 elemanidir. Hepatositler, vena
santralisten perifere dogru kordonlar olustururlar. Hepatositlerin yaptiklar1 bu radiyer
dizilere Remark kordonlar1 denir. Remark kordonlarinin arasinda kapillerlerin
olusturdugu alanlar, siniizoid olarak adlandirilmaktadir (Ranek ve ark., 1975; Junqueira
ve Carneiro, 2003; Abraham ve Kierszen, 2006). Portal ven ve hepatik arterden
sintizoidlere dogru ilerleyen kan santral vene dokiiliir. Siniizoidlerde endotel hiicrelerinin
limene bakan kisminda Kupffer hiicreleri denilen karacigerin makrofajlari
bulunmaktadir. Kupffer hiicrelerinin; immiin sistemdeki bazi proteinleri salgilamak,
hemoglobini ve yaslh eritrositleri yakalayarak metabolize etmek gibi gorevleri vardir
(Burtis ve Ashwood, 1999; Junqueira ve Carneiro, 2003). Sinuzoidlerdeki endotel
hiicreleri ile hepatositler arasindaki bosluga Disse aralig1 (perisinuzoiadal aralik) denir.
Bu araliktaki mikrovilluslar araciligi ile kan, hepatositlere daha kolay sekilde ulasir
(Aytekin ve Solakoglu, 2006; Ozer, 2008; Ross ve Pawlina, 2016). Disse araliginda,
sitoplazmasinda bol miktarda yag bulunan ve yildiz sekilli olan hiicreler bulunmaktadir.
Bu hiicrelere “Stellat (Ito) hiicreleri” denir. Ito hiicreleri disaridan alinan A vitaminini,
lipid damlalarinda retinil esterler halinde depolarlar. Ayrica Disse araliklarinda yer alan
Ito hiicreleri, karacigerdeki kronik parankim hiicre kayiplar1 sonrasinda olusan fibrozis
gelisgme siirecinde miyofibroblastik degisime ugrayarak prolifere olur ve kollajen
uretirler. 1to hiicreleri bu 6zellikleri nedeniyle, karaciger fibrozisin olusumunda 6nemli

rolleri vardir (Burtis ve Ashwood, 1999; Junqueira ve Carneiro, 2003).



Portal lobul: Birbirine komsu klasik hepatik lopguklarmn arasindaki alan “portal
triad” olarak adlandirilir. Bu alanda vena porta, arteria hepatika ve duktus biliferus yer
almaktadir. Bu iiclii yapiya Glisson tiggeni veya Kiernan araligi denilmektedir. Portal
lobiil modelinde Glisson tiggeni (Kiernan araligi) merkez olarak kabul edilir. Bu merkezin
cevresindeki ti¢ klasik karaciger lopcugunun sentral venlerinin birlestirilmesi ile olusan
ucgen alana portal lopcuk denir. Portal lopgukta safra akis yonii periferden merkeze
dogrudur. Fakat kan akimi safra akisinin zit yoniindedir (Aytekin, 1993; Bataller ve
Brenner, 2005; Krause, 2005; Ozer, 2008).

Karaciger asinisii
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Sekil 1. Karaciger lobiliniin sematik histolojik goriinimt, modiifiye (Adams ve Eksteen,
2006).

Karaciger asiniisii: Karaciger asiniisii; iki komsu klasik lopguk arasindaki
alanda, ayn1 vena porta ve hepatik arter ile kanlanan hepatosit gruplarmi tanimlar. Bu
lobiil baklava dilimi veya elipsoid seklindedir (Maxie, 2016). Karaciger asiniisii 3 zona
ayrilir. Damarlara en yakin hiicrelerin bulundugu alana “periferik zon” (1. bolge) denir.
Bu alandaki hiicreler; sinuzoilerden gelen kandaki oksijenden, toksinlerden, besinlerden
ve safra kanali tikkanmalarindan ilk etkilenen hiicrelerdir (Ozer, 2008; Ross ve Pawlina,

2016). Periasiner zon (3. bolge)’daki hepatositler, kanin pozitif/negatif etkilerine en son



maruz kalirlar. Bu alandaki hepatositlerde, iskemik nekroz ve yaglanma erken
gOzlemlenir (Abraham ve Kierszen, 2006). Midzonal (2. bolge)’daki hepatositlerin
kandan etkilenmeleri, periferik zon ile periasiner zon’daki hiicrelere gore orta dereceli
olur. Loplarin bu sekilde zonlara ayrilmasi hastalik durumlarinda, hepatositlerin
etkilenmesine bakilarak patogenez Tlizerine daha anlamli yorumlar yapilmasini
saglamaktadir (Carnerio ve Kelley, 1998; Eroschenko, 2008; Ozer, 2008; Esrefoglu,
2009; Ross ve Pawlina, 2016).

2.1.3. Karacigerin gorevleri

Karaciger, viicutta metabolik faaliyetlerin merkezi konumunda olan ve hem
ekzokrin hem de endokrin olarak ¢alisan hayati bir organdir (Karadz, 2002; Eroschenko,
2008; Maxie, 2016). Karacigerin belirlenebilen 400 civarinda gorevinin oldugu

bilinmektedir. Bunlardan baslicalar1 sunlardir;

Protein sentezi: Gama globdlinler hari¢ albimin, fibrinojen ve protrombin gibi
proteinler basta olmak iizere hemen hemen c¢ogu protein karacigerde sentezlenir

(Cavusoglu ve Yegen, 2007; Noyan, 2011).

Karbonhidrat metabolizmasi: Karaciger, kanda fazla bulunan glikozu alip
glikojen seklinde depo ederek ve gerektiginde tekrar glikoza ¢evirip (glikojenoliz) kana
vererek, kan glikoz diizeyini kontrol altinda tutmaktadir. Ayrica, viicuda disaridan alinan
fruktoz, galaktoz ve mannoz gibi karbonhidratlarin glikoza donistiirtilmesini

(glikoneogenez) gergeklestirir (Burroughs ve Westaby, 2005).

Lipit metabolizmasi: Karaciger, karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezinin
yapildig1 6nemli bir organdir. Karacigerde 6zellikle fosfolipit, kolesterol ve lipoprotein
sentezi yapilmaktadir. Sentezlenen yaglar lipoprotein araciligi ile yag dokusuna
taginmaktadir. Diger taraftan yag asitlerinin oksidasyonuyla da enerji ihtiyaci

saglanmaktadir (Ross ve Pawlina, 2016).

Safra sentezi ve salgilanmasi: Hepatositlerde retilen safra ¢ozeltisinde; safra
asitleri, safra boyasi, kolesterol, fosfolipidler, proteinler ve elektrolitler bulunmaktadir.
Yetiskin insanlarda giinde saliman safra miktar1 yaklasik 600 ile 1000 ml’dir.

Hepatositlerin kandaki maddelerden sentezledigi safra kanalikiillere aktarilir. Sonra safra



kesesine gelerek duktus koledokus araciligi ile duodenuma akitilir (Ross ve Pawlina,
2016). Safra; ince bagirsaklardan yaglarin ve vitaminlerin emiliminde 6nemli bir rol

oynar (Redinger, 2003; Trauner ve Boyer, 2003).

Detoksifikasyon: Viicuda alinan ¢esitli toksik maddeler, hormonlar ve ilaglar
karacigerde metabolize edilerek detoksifikasyona ugrarlar. Bu maddelerin ¢ogu suda
coziinemedigi i¢in karacigerde oksidasyon (faz 1) ve konjugasyon (faz 2) reaksiyonlar1
ile suda ¢Oziinur forma doniistiiriiliir, sonra safra ve idrar yoluyla viicuttan uzaklastirilir
(Capan ve Yalgin, 2010; Ross ve Pawlina, 2016).

Immunolojik fonksiyonu: Karaciger, bagirsaklardan portal venler aracihigi ile
gelen birgok bakteriye maruz kalmaktadir. Bu bakteriler siniizoidlerdeki makrofajlar
(Kupffer hiicreleri) tarafindan fagosite edilmektedir (Burroughs ve Westaby, 2005).

Karacigerin diger baz1 fonksiyonlari: Kanin pihtilasmasinda etkin rol oynayan
protrombin, fibrinojen, globalin, faktor V, VII, IX ve X gibi faktorlerin sentezi de
karacigerde tiretilen K vitamini ile miimkiin olmaktadir. Ayrica, karacigerde en fazla A
vitamini, D ve B2 vitaminleri depo edilmektedir (Cavusoglu ve Yegen, 2007). Demir,
vicutta hemoglobin disinda karacigerde ferritin seklinde depolanir. Karacigerde bulunan
apoferritin (protein), demirle az ya da ¢ok miktarlarda birlesebilmektedir. Demir, viicut
sivilarinda artti§i zaman apoferritinle birleserek ferritini olusturmaktadir. Ferritin
gerektiginde kullanilmak tizere karacigerde depolanir (Gyton ve Hall, 2006). Karaciger
fotal hayatta eritrosit iiretiminde (eritropoiezis) ciddi bir rol almaktadir (Y1ildiz, 2008;

Noyan, 2011). Ayrica lenf iiretiminde de 6nemli bir yere sahiptir (Maxie, 2016).
2.1.4. Karaciger fonksiyon testleri

Alanin aminotransferaz (ALT): Alanin aminotransferaz enzimi pirtvik asit ile
glutamik asit arasindaki amino grubunun transferini katalize eder (Gozilkara, 1989; Mert,
1996; Keha ve Kiifrevioglu, 2010). ALT karacigerde bol miktarda bulunan bir enzimdir.
Karaciger hasarlarinda ALT seviyesi yiikselmektedir (Goldie ve McConnell, 1990; Bizzaro ve
ark., 1992).



Aspartat aminotransferaz (AST): Karaciger, iskelet ve kalp kasinda yogun
olarak bulunmaktadir. Karaciger hastaliklarinda AST diizeyinde artis meydana
gelmektedir (Goziikara, 1989; Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Alkalen fosfataz (ALP): Karaciger (hepatositlerin kanalikiiler yiiziinde), kemik
(osteoblastlarda), bobrek (proksimal tlbulde), ileal mukoza ve plasentada yuksek
diizeyde bulunan bir enzimdir. Karaciger hastaliklarinda serumdaki miktarmda artis

olmaktadir (Moss, 1997).

Gama glutamiltransferaz (GGT): Bobrek (renal proksimal tubuluslarda),
karaciger, prostat, dalak, pankreasta, kemik iligi hiicreleri ve ince bagirsaklar gibi bir¢ok

organda bulunan bir enzimdir. Kolestazda, GGT miktarinda artis meydana gelmektedir

(Price ve Alberti, 1979).

Laktat dehidrogenaz (LDH): Sitoplazmik bir enzim olup karaciger hasarlarinda
aktivitesi artmaktadir (Gerdes ve ark., 1983).

Serum proteinleri: Albumin, globulin, fibrinojen ve pihtilasma faktorlerinin
biiylik kismi karacigerde iiretilmektedir. Albiimin iiretimi, karacigerin kronik hastalik
durumlarinda azalmaktadir. Sirozda ise albiimin diizeyinde azalma gdzlenirken, globtlin

diizeyinde artig goriilmektedir (Musaoglu, 1997).

2.1.5. Karacigerin rejenerasyonu

Viicutta harabiyete ugramis doku ve hiicrelerin yerine, ayni fonksiyonu gdsteren
ve ayni morfolojik yapida olan yeni doku ve hiicrelerin olusturulmasina rejenerasyon
denilmektedir (Kocatlrk, 1991). Karaciger normal boyutlarina ulastiginda biiyiimesi
durmaktadir, normal sartlar altinda hepatositlerde ¢cok nadir mitoz goriilmektedir (Ethier,
1990). Karacigerin ¢ok ciddi bir rejenerasyon yetenegi vardir. Karaciger dokusunun cerrahi
yol ile bir kisminin alinmasi veya karaciger dokusunu dejenerasyona/nekroza ugratacak
herhangi bir hastalik (toksik olaylar, siroz, bakteriyel ve viral hepatitis) durumlarinda,

karaciger hizli bir rejenerasyon yetenegi gosterebilmektedir (Hardell, 1993).

Rejenerasyon olayr tam manasiyla aydinlatilamamistir. Fakat Chalon olarak

adlandirilan maddelerle kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Chalon’lar bazi hiicrelerde



mitozu inhibe ederler. Doku hasarinda, dokudaki mevcut Chalon’larin miktar1 azalir.
Sonrasinda dokuda mitotik aktivite artar. Rejenerasyon siirecinde Chalon’larin miktar1
zamanla artar ve mitoz azalarak dengede kalir (Ranek ve ark., 1975). Yapilan bir
aragtirmada, karacigerde rezeksiyon sonrasinda eriskinlerde 3-6 ayda, ¢ocuklarda ise 3

aya kadar normal boyutuna ulastig1 tespit edilmistir (Nagasue ve ark., 1987).

Karacigerin rejenerasyonunu artiran faktorler: TUmor nekroz faktori- o,
interlokin-6 (TNF- o ve IL-6), hepatosit buylime faktéri (HGF), transforme edici biyime
faktori alfa (TGF-a), norepinefrin, hepatosit uyarict madde (HSS), epidermal buyime
faktori (EGF), insilin ve ostrojen (Noguchi ve ark., 1991; Van ve ark., 1991;
Michalopoulos ve DeFrances, 1997). Ayrica fibroblast biiylime faktori, biiyiime
hormonu, vazopressin, vaskiiler endotel biiyiime faktor(, retinoik asit gibi baz1 faktorlerin
de rejenerasyonu artirdigi bildirilmistir (Ekberg ve ark., 1992; Tsujii ve ark., 1993).
Karaciger rejenerasyonunu, transforming biiyiime faktorii-81 ve interlokin-1 faktorleri
inhibe etmektedir (Goss ve ark., 1993; Hopf ve ark., 1994).

2.2. Neoplazi (TUmor)

Tumor (neoplazi); organizmadaki hicrelerden herhangi birinin - otonomi
kazanmasiyla birlikte kontrolsiiz bicimde boliinmesi ve smirsiz ¢cogalmasi sonucu olusan

yeni doku olusumlaridir (Erer ve Kiran, 2009).
2.2.1. Karsinogenezis

Kanseri olusturan etkenlere karsinojen (kanserojen), bir hiicrenin kanserlesmesi
stirecinde gecirdigi agamalara ise karsinogenezis denilmektedir (Erer ve Kiran, 2009).
Karsinogenezis ¢ok asamali bir silirectir, ancak temelinde Oliimciil olmayan genetik
hasarlar (mutasyonlar) yatmaktadir. Karsinogenezis siirecinde, hiicrede ¢ok sayida
genetik degisikliklerin (mutasyonlar) meydana geldigi ve buna bagli olarak da fenotipik
transformasyonlarin olustugu bilinmektedir. Diger bir ifadeyle, organizmada normal
hiicreler kanserojen etkenlere maruz kalinca mutasyona ugrarlar ve fenotipik degisiklikler
kazanirlar. Kanserlerin ¢ogu, oncii lezyonlardan gelismektedir, bu lezyonlarda kanserin
gelisebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan mutasyonlarin (genetik hasarin) bazilarmmm bulundugu

bilinmektedir (Kumar ve ark., 2017).



Tiimérlerin olusumunda 3 basamakli karsinogenez modeli kabul edilmektedir.

1. Inisiyasyon: Bir karsinojenin hiicrede DNA hasar1 olusturmak suretiyle
meydana getirdigi irreverzibl ve hizli gelisen bir bozukluktur. Inisiyasyonda hedef
hiicrede mutasyon meydana gelir. Inisiye olan hiicreye progenitor denir. Bu evrede kalic
DNA hasar1 olugsmaktadir. Tek basmna inisiyator verildiginde timor olusmaz (Oliviera ve

ark., 2007; Klaunig ve ark., 2011).

2. Promosyon: Karsinogenez 06zelligi az veya ¢ok az olan kimyasal
maddelerin bazi ajanlarla artirilmasi olayma promosyon denir. Bu ajanlar promotdr
(kokarsinogenz) olarak adlandirilir. Promotorler DNA’da degisiklik yapmadan, hiicrede
proliferasyonu indiikler. Proliferatif lezyonlarin malign 6zellikte olmasi i¢in, promotor
stirekli ve belli bir siire¢ igerisinde verilmelidir. Promosyon yavas gelisir ve reverzibl
bir siiregtir. Promotorler dogrudan DNA’y1 etkilemedikleri icin inisiyatorlerden 6nce
verilmesi kansere neden olmazlar. Inisiyatdr verildikten belli bir siire sonra promotdriin
belli araliklarla verilmesi tiimor ile sonuglanir (Oliviera ve ark., 2007; Erer ve Kiran,

2009; Klaunig ve ark., 2011).

3. Progresyon: Bu evrede inisiye edilmis veya promosyona ugramis bir
hicre, preneoplastik donemden malign Kkarekterde bir hiicreye doniismesi
ger¢eklesmektedir. Bu basamak ile bening karakterde bir tiimor hiicresi malign 6zellik
kazanabilir. Progresyon evresi irreverzibl bir degisikliktir. Ayrica progresyon evrede,
inisiyasyon evresine gore daha siddetli genetik bozukluk meydana gelir (Oliviera ve

ark., 2007; Erer ve Kiran, 2009; Klaunig ve ark., 2011).
2.2.2. Apoptoz ve kanser iliskisi

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak artik
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari1 bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden
ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol edilen bir olaydir (Oktem ve ark.,
2001). Baz1 genler (bim, bad, bid, bax, bak, p53, BCL-XS) apoptozisi artirirken, bazilari
da (bcl-2, bcl-XL, MCL-1) azaltmaktadir (Kumar ve ark., 2017).

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir siiregtir. Programlanmis hiicre

Oliimii, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol
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oynar (Cooper, 1994). Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir
dokuda olmasi gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir. Apoptozis, mitozdan 20
kat daha hizli gerceklesmektedir. Mitozis (yapim) ve apoptozis (yikim) dokuda siirekli
bir denge halindedir (Oztirk, 2002). Ornegin, kemik iliginden devamli olarak hiicre
iretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x10'' kan hiicresi apoptozis yolu ile yok

edilmektedir (Cooper, 1994).

Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya organizma icin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Hiicrenin DNA’sinda meydana
gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢cin bu hasarli hiicrelerin
apoptozis yolu ile 6ldlriilmesi biliyiik 6nem tasimaktadir (Perkins ve Stern, 1997).
Yasamakta olan hiicreler iki farkli mekanizma ile dliirler. Bu mekanizmalar nekroz
ve apoptozisdir. Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre
disindan gelen ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik
hiicre oliimiidiir. Apoptozis ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla iiretilmis,
diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma i¢in giivenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
Olimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir (Thompson, 1999).

Malign karakterdeki hastaliklar (kanser), klasik olarak kontrolsiiz hiicre
artiginin oldugu hastaliklar olarak bilinmektedir. Zamani geldiginde normal olarak
apoptozise gidemeyen, dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler,
genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisiirler.
Kansere neden olan bazi viriisler, enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozisi
engeller. Bu sekilde davranan iki tip Human papilloma viriisiiniin (HPV) serviks
kanseri (rahim agz1 kanseri) olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6
adinda protein lreterek apoptozisi baslatan p53°e baglanir ve apoptozisi inaktive
eder. Bazi kanser tiirlerinde ise apoptozisin aktive olmasini saglayan proteinleri
etkileyerek apoptozis olusumunu engellerler (lenfomada oldugu gibi). Kanser
hicreleri virisler olmadan da apoptozisi engelleyebilir (B hlicre 16semisi). Akciger
kanserinde ise pek cok hastada p53 geni mutasyona ugradigi veya kayip oldugu

gozlenmistir (Schuler ve Gren, 2001).
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2.2.3. Karacigerin primer malign tiimorleri (karaciger kanseri)

Karacigerin primer malign tiimorlerinin hemen tamamina yakimini hepatoselliiler
karsinom ile intrahepatik kolanjiyoselliiler karsinom olusturmaktadir. Ancak en sik
gozlenen malign tiimdrleri metastatik olanlardir. Kanser; diinyada olim sebepleri
arasinda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siradadir. Her 5 6liimden biri
kanser ile iligkilidir (Tuncer ve ark., 2009). Diinyada en fazla goriilen malign tiimorlerden
biri olan karaciger kanseri, 6lim ile sonuglanan kanserler arasinda akciger ve kolon

kanserinden sonra 3. siradadir (Parkin ve ark., 2005; Glauert ve ark., 2010).

Hepatoselluler karsinom (HSK): Karacigerde en sik gozlenen (%70-85) ve
hepatositlerden kdken alan primer malign timaordur (Shirakami ve ark., 2012). Diinyada
her y1l yaklasik 800.000 yeni HSK teshisi yapilmaktadir (Tuncer ve ark., 2009). HSK’nin
en yaygin risk faktorleri; Hepatit B ve C viral enfeksiyonlari, postnekrotik sirozlar, kronik
alkol tiiketimi, sigara kullanimi, diabetes mellitus, aflatoksinlere maruziyet, Wilson
hastaligi, obezite, herediter hemakromatozis ve nitrozaminler grubu kimyasallardir
(Bruix ve Sherman, 2005; Bishayee ve ark., 2010; Ferrell ve Kakar, 2011). Insanlarda
HSK’larin %70-85’1 viral hepatitlerle (Hepatit B ve C viriis enfeksiyonlar) iliskilidir.
HSK’larin ¢ogunlugunda siroz ve kronik hepatitin bulundugu, ancak kanser gelismesi
icin siroz olusmasinin sart olmadigi kaydedilmektedir. S6z konusu ¢esitli risk faktorlerine
maruziyet sonucunda karacigerde olusan kronik inflamasyon ve nekroz, fibrozis ve
sirozla sonucglanabilmektedir. Bu siire¢lerde karacigerde rejenerasyon cabalari da
goriilmektedir, bu tekrarlayan rejenerasyonlar siirecinde hepatositler siirekli hiicre disi
uyarimlara maruz kalirlar ve hiicrelerin DNA’sinda hasar meydana gelir. Bunun
sonucunda hepatositlerde ya apoptoz sekillenir ya da prolifere olarak neoplaziye
doniisiirler (Kumar ve ark., 2017). HSK’nin olusumunda hepatositlerde erken gozlenen
genetik degisikligin, beta katenin aktivasyonu ve p53 inaktivasyonu oldugu
vurgulanmaktadir. HSK’nin histolojik prokiirsorlerinin ise, blyuk ve kiguk hucre
degisimleri seklinde gozlenen hiicresel displaziler ile diisiik ve yiiksek dereceli olabilen
displasik nodiillerin oldugu kaydedilmektedir. Klinik olarak hastaligin tanisimda ve
takibinde alfa fetoproteinin (AFP) ¢ok énemli bir timor belirteci oldugu, ancak ¢ok

spesifik olmadig1 belirtilmektedir (Kumar ve ark., 2017).
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HSK’da malignite gdosteren hiicreler; lenf damarlartyla, kan damarlariyla,
implantasyon, kontakt ve kanalikiiler metastaz yolu ile diger doku ve organlara ulasarak
yayilabilirler (Hanahan ve Weinberg, 2000; Erer ve Kiran, 2009). Karaciger
kanserlerinde en fazla metastaz; akciger, kolon, pankreas, meme ve mide de
gorulmektedir (Sica ve ark., 2000). Hepatoselliller karsinom, genelde kotu prognoza
sahiptir ve kemoterapiye direnglidir (Riaz ve ark., 2009). Ayrica HSK, kadinlara nazaran
erkeklerde goriilme orani (2-8 kat) daha fazladir (Bosch ve ark., 2004).

2.3. Nitrozaminler ve Dietilnitrozamin

Nitrozaminler, nitrozo bilesiklerden olup karsinojenik, teratojenik, toksik ve
mutajenik etkilere sahiptir. Bu etkileriyle insanlarda ve hayvanlarda tiimor olusumuna
sebep olabilmektedirler (Atalay, 1989). Nitrozo bilesikler; gida maddelerinde, ilaglar,
kozmetik drlnleri ve pestisitlerde ¢ok fazla bulunan genetik etkili kimyasal
kansorejenlerin biiyiik bir kismini olugturmaktadir. Bu bilesikler nitrit veya nitrat’tan
uretilmektedir. Ya da bu bilesiklere (nitrit veya nitratlara) maruz kalan insan ve hayvan
vicudundaki organlarda, tersiyer aminler tarafindan tiretilmektedir (IARC, 1978; Bartsch
ve Spiegelhander, 1996).

Nitrozaminin ilk olusum yeri agizdir. Tiikiiriik salgis1 bol miktarda nitrat ihtiva
eder ve bu nitrat, nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite indirgenir. Olusan nitrit, nitrozamin
olusumuna neden olur. Tiikiiriik salgisinin igerdigi nitrit ve nitrat miktar1 alinan gidalara
bagli olarak degismektedir. Nitrozaminler genellikle viicuttan idrar ile atilmaktadir (Hall
ve ark., 1987; Levallois ve ark., 2000). Oral yol ile alinan nitrozaminler, sindirim
kanalindan emilerek yarim saatte kana gegmektedirler. Bir defada alinan dozun %70°i ilk
sekiz saatte, geri kalan1 da 24 saat i¢inde viicuttan atilir. Nitrozaminler karacigerde
metabolize olurlar. Metabolize olan Urunlerin %40-65’i CO2'e doniiserek solunum
yoluyla, %7’si de idrarla degismeksizin atilir ve geri kalan kismi dokulara dagilir
(Dagoglu ve ark., 1995).

Nitrozaminler; gidalar, beslenme malzemeleri, ilaglar, kozmetik iiriinler, kauguk
uriinler, pestisitler, lateks Uriinler, sigara ve sigara dumaninda bulunurlar. Viicuda
solunum, sindirim ve deri yolu ile girerler (Rostkowska ve ark., 1998; Kujawska ve ark.,

2011; Subramaniyan ve ark., 2014). Gidalarla ve sigara kullanimiyla viicuda
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alinabilmelerine ilaveten midenin asidik durumlarinda (6zellikle 2,0-3,4 pH arali§inda)
nitrit ve aminlerin reaksiyonuyla midede de olusabilirler. Ayrica viicuda alinan nitratin,
gastrointestinal sistemdeki bazi bakteriler tarafindan nitrite doniistiiriilmesiyle de
nitrozaminler meydana gelebilmektedir (Walters ve Smith, 1981; Hinuma ve ark.,1990;
Bartsch ve Spiegelhander, 1996).

Gida maddelerinin kizartma, dumanlama ve kavurma gibi 1s1l iglemlere maruz
kalmasi,  nitrozaminler  gibi  baz1  kanserojen = maddelerin  olusumuyla
sonuglanabilmektedir. Bu da insan saghgmi olumsuz sekilde etkilemektedir (Byun ve
ark., 2004; Yurchenko ve Molder, 2006). Baz1 mikroorganizmalar gidalarda, nitrati nitrite
doniistiirerek veya proteinlerin yapisina zarar vererek nitrozaminlerin olusumuna neden
olmaktadir (Rostkowska ve ark., 1998). Ayrica gida maddelerinin depolanmasinda,
hazirlanmasinda ve ambalajinda kullanilan bazi plastik malzemelerin nitrozamin

olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Rywotycki, 2007; Feng ve ark., 2009).

Nitrozaminler; N-Nitrozamidler ve N-Nitrozodialkilaminler olmak tzere ikiye
ayrilirlar. Dietilnitrozamin (DEN), N-Nitrozodialkilamin yapisinda olup insan saglhigini
olumsuz yonde etkileyen kansorejen bir kimyasaldir (Paula ve ark., 2014). N-
Nitrozodietilamin olarak da bilenen DEN; yapisinda karbon, amid ve iireaz bulunan,
molekiler formlli: (C2Hs)2NNO, kaynama noktast: 177°C, molekiil agirhgr: 102,14
g/mol ve yogunlugu: 0,95 g/ml olan hepatotoksik ve hepatokarsinojen bir bilesiktir
(Pradeep ve ark., 2007; Ramakrishnan ve ark., 2009). DEN; sigara dumaninda, kiirlenmis
ve kizartilmig yemeklerde, kozmetik tiriinlerde, insektisitlerde, alkollii igkilerde, islenmis
et lirinlerinde, tarimda kullanilan kimyasallarda, ¢edar peynirinde, yiiksek miktarda nitrat
iceren yeralt1 sularinda ve kaucuk-elyaf gibi endiistriyel iriinlerde bulunmaktadir. Ayrica,
besinlerde bulunan nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle birlesmesi ve bazi
ilaclarin karacigerde metabolizasyonu sonucunda da olusabilmektedir (Akyuz ve ark.,

2001; Rezaie ve ark., 2013; Patial ve ark., 2015).

Nitrozo bilesigindeki karbon (C) atomu, sitokrom P-450’ye baglanarak
hidroksillenir ve a-hidroksinitrozamin olusur. C-N (karbon-azot) baginin kopmasiyla
olusan alkildiazo hidroksitin par¢alanmasiyla elektrofilik alkildiazonyum iyonu meydana
gelir. Bu iyon, hticrelerin nikleofilik bolgelerinde reaksiyona girerek tumoriin meydana

gelmesinde 6nemli olan iriinleri olusturmaktadir (Mallik ve ark., 1981; Hecht, 1999).
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Nitrozaminlerden olusan nitrozoiire, hiicrelerin DNA’sindaki baz yapilarii bozarak
mutasyonlara sebep olmakta ve boylece timér olusum riskini yiikseltmektedir
(karsinogenezis mekanizmasi) (Mallik ve ark., 1981; Hecht, 1999). Yapilan ¢alismalarda;
nitrozaminler genelde karacigerde metabolize olduklar igin, basta karaciger olmak tizere
bobrek, akciger, pankreas, 6zofagus, idrar kesesi, beyin, mide ve dilde kanser olusumuna

neden olabilecekleri bildirilmistir (Magee, 1971; Lijinsky, 1990; Sasazuki ve ark., 2002).

DEN; karacigerde hepatositlerde sitokrom P-450 izoenzimleri tarafindan
hidroksile edilmekte ve alkilasyon mekanizmasiyla aktif hale gelmektedir. Bu aktivasyon
sonucunda bazi radikaller (etil radikali gibi) olusmaktadir. Bu radikaller karsinojenez
sirecinin stimilatorleridir (Janani ve ark., 2010). Biyoaktif durumdaki DEN, DNA ile
etkilesime girerek O4- ile O6-etil deoksi timidin ve O6-etil deoksi guanozin gibi
promutajenik tirtinler olustururlar. Bu ara iiriinler, DNA baz yapilarinda etilasyona sebep
olarak mutasyonlara, p53 gibi timor stpresor genlerin inhibisyonuna ve proto-
onkogenlerin aktivasyonuna sebep olabilir. Dolayisiyla bu reaksiyonlar sonucunda
DNA’da zincir kiriklari, depiirinasyon, hasar ve kodlayic1 gen dizilerinde bozulmalar
meydana gelmektedir. Bu durum genellikle hepatoselliler karsinoma ile
sonuglanmaktadir (Matsuda ve ark., 2005; Janani ve ark., 2010). Ayrica DEN; reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) artirmasiyla oksidatif stres ve hiicre hasarmma da neden
olabilmektedir. ROT iiretimi, DEN’in karsinojenik etkilerinden ileri geldigi bildirilmistir
(Shaarawy ve ark., 2009). ROT un hiicre i¢i miktarlarinda artis olmasi hiicrede; DNA
hasari, protein karbonilasyonu, mitokondriyal hasar ve lipid peroksidasyonuna neden
olmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal gibi toksik iiriinler DNA’ya zarar vererek mutajenite ve karsinojeniteyi
tetiklemektedir. Bu durumlar kanser de dahil olmak iizere bircok hastaliga sebep

olabilmektedir (Kang ve ark., 2007; Babu ve ark., 2012; Ali ve ark., 2014).

DEN ile reaksiyona giren hiicrelerde inflamatuar yanit olarak sitokin ve biiylime
faktorii gibi mediyatorler salgilanir. Bunlar mutasyona maruz kalmis hiicrelerde
proliferasyona neden olur. Ayrica, yeni hiicrelerin genetik degisimlerin transmisyonunu
saglar. Bu siire¢ sonunda hiicrelerde kromozom anomalileri, displazi, aplazi, neoplastik
progresyon gibi bir dizi olaylar meydana gelerek kanser olusabilmektedir (Yamada ve

ark., 2006; Kang ve ark., 2007).
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DEN, bilim diinyasinda deney hayvanlarinda karaciger tiimoriinde indiikleyici
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Thirunavukkarasu ve Sakthisekaran, 2001;
Vendemiale ve ark., 2001; Wood ve ark., 2001; Waddell, 2003; Finberg ve ark., 2004;
Arora ve Shukla, 2005).

2.3.1. Dietilnitrozamin (DEN) ile yapilan deneysel hepatotoksisite ve

hepatokarsinogenezis calismalar

DEN’nin toksisitesi ve karsinogenezisi hakkinda, rat ve farelerde ¢ok sayida
deneysel caligmalar gercgeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda, asagida goriilecegi gibi

uygulanan siire ve doza bagli olarak karacigerlerde farkli lezyonlar kaydedilmistir.

DEN, ratlara tek doz olarak 200 mg/kg/ip verilmis, 2 hafta sonra da her giin
sularina phenobarbital katilmistir. 24 haftalik deneme sonunda nekropsi yapilan ratlarin
karaciger doku oOrneklerinde histopatolojik olarak; hepatositlerde makrovezikiler
yaglanma, hidropik dejenerasyon, multifokal nekroz, berrak hiicre odaklar1 ve
karyositomegali, Kupffer hicrelerinde hiperplazi, sintzoidlerde dilatasyon ve
siniizoidlerin kaverndz genislemesi (angiektazi), parankimde lenfositik ve eozinofilik
hiicre infiltrasyonlarindan olusan graniilomlar, safra kanallarinda hiperplazi ve periportal
bolgelerde hiicresel infiltrasyon saptanmistir. Yapilan immunohistokimyasal boyamada
da hepatositlerde PCNA (Proliferatif Cell Nuclear Antigen)’nin pozitif oldugu tespit
edilmistir (Usama ve ark., 2015).

DEN, ratlara tek doz olarak 200 mg/kg/ip verilmis, 2 hafta sonra da 6 hafta
boyunca her giin sularina tiyoasetamid (TAA) katilarak yapilan 8 haftalik ¢alisma
sonunda nekropsi yapilan ratlarin karaciger doku orneklerinde histopatolojik olarak;
hepatositlerde apoptozisde artis, hepatosit ¢cekirdeklerinde hiperkromazi ve siniizoidlerde
dilatasyon kaydedilmistir. Yapilan immunohistokimyasal boyamada da hepatositlerde
PCNA’nin pozitif oldugu tespit edilmistir (Yuta ve ark., 2013).

DEN, ratlara tek doz olarak 200 mg/kg/ip verilmis ve 2 hafta sonra da haftada iki
kez 3 hafta boyunca TAA 200 mg/kg/ip uygulamasi yapilan 5 haftalik ¢alisma sonunda,
makroskobik olarak karacigerde nodiiler yapilar goriilmiistiir. Histopatolojik olarak ise
hepatoseluler adenom, trabekiler gorinimu ile karakterize hepatoselliiler karsinom ve

kolanjiyoselliiler karsinom tespit edilmistir (Guilherme ve ark., 2017).
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DEN, 14 giinliik ratlara tek doz olarak 25 mg/kg/ip verilmistir. 4 hafta sonra da
24 hafta boyunca her giin sularina TAA 300 mg/L katilarak uygulanan 7 aylik calisma
sonrasinda nekropside aliman karaciger doku Orneklerinde histopatolojik olarak;
hepatositlerde steatozis, parankimde fibrozis ve yangisal hiicre infiltrasyonu gozlenmistir

(James ve ark., 2018).

Iki haftalik farelere 5 mgkg/ip DEN uygulamasindan 44 hafta sonra yapilan
nekropsilerde makroskobik olarak; hepatoselliler adenom ve iyi diferansiye
hepatoselliiler karsinom ile karakterize multiple timor odaklar1 tespit edilmistir (Xi ve

ark., 2015).

Sicanlara 50 mg/kg/ip dozunda DEN enjeksiyonundan 8 hafta sonra alinan
karaciger doku orneklerinde histopatolojik olarak; hafif derecede inflamasyon, l6kosit
infiltrasyonu ve hepatosit rejenerasyonu fibrozis tespit edilmistir. 11. haftada ise bu

bulgularm siddetli hali goriilmiistiir (Rajeev ve ark., 2018).

Ratlara 28 giin boyunca her giin 8 mg/kg/ip dozunda DEN uygulamasi ile birlikte
sularma fenobarbital katilmistir. Deneme sonunda alinan karaciger doku Orneklerinde
histopatolojik olarak; hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde dejenerasyon ve timor

anaplastik hicreleri gozlenmistir (Pranesh ve ark., 2017).

Ratlara tek doz 200 mg/kg/ip DEN verildikten 2 hafta sonra, sularina fenobarbital
katilmistir. 27 haftalik deneme sonunda alian karaciger doku 6rneklerinde histopatolojik
olarak; hepatoseliiler adenom ve hepatoseliiler karsinom goriildiigli tespit edilmistir.
Ayrica hepatositlerde dejeneratif degisiklikler, portal alanlarda az sayida mononiikleer ve
eozinofilik hiicre infiltrasyonu ve safra kanali hiperplazisi, beyaz hiicreler, spongiozis

hepatis ve peliozis hepatis gozlenmistir (Hala ve ark., 2017).

Ratlara oral yolla 5 mL/kg dozunda 0.3% DEN 12 hafta boyunca ginlik
uygulanmistir. Deneme sonunda alman karaciger doku Orneklerinde histopatolojik
olarak; 9 ratta toplam 33 adet sirotik nodul, 17 adet ise hepatoselller karsinom nodli

tespit edilmistir (Jie ve ark., 2010).

4 haftalik ratlara 3 hafta, haftada bir kez 38 mg/kg DEN (i.p.) enjeksiyonundan
sonra, 3 hafta daha 50 mg/kg DEN (i.p.) enjeksiyonu yapilmistir. 6 haftalik deneme
sonunda alinan karaciger doku orneklerinde histopatolojik olarak; normal parankim ile

cevrili hepatositik nekroz odaklar1 goriiliirken, 10. haftada hepatositik hasarm merkezi
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bolgelerinde artig, 18. haftada ise bulanik hepatosit ana hatlari, niikleoller ve siniizoidal

dilatasyonlar tespit edilmistir (Kaiser ve ark., 2015).

Ratlara 150 mg/kg dozunda DEN (i.p.) verilmis ve 1 ay sonra alinan karaciger doku
orneklerinde histopatolojik olarak; hepatositlerde sitoplazmik vakuolizasyon, parankimde
yangisal hiicre infiltrasyonu ile iliskili fokal hepatik nekroz odaklari, portal damarlarda

konjesyon ve fokal hemorajik alanlar gézlenmistir (Abdelgawad ve ark., 2019).

Ratlara 150 mg/kg dozunda DEN (i.p.) verilmis ve 8 haftalik deneme sonunda
alman karaciger doku oOrneklerinde histopatolojik olarak; hepatositlerde yaygin ¢ift
cekirdekli goriiniim, hafif konjesyon, periportal alanda yangisal hiicre infiltrasyonu ve

siniizoidal dilatasyon tespit edilmistir (Ozeren, 2018).

Erkek ve disi ratlara tek doz 200 mg/kg DEN ip olarak verildikten 2 giin sonra
yapilan nekropside, erkek siganlardan alinan karaciger doku 6rneklerinde histopatolojik
olarak; sentral ven cevresinden baslayarak, midzonal alanlara ve hatta portal alanlara
kadar uzanan genis odaklar halinde parankim nekrozu; nétrofil, lenfosit ve plazma
hicrelerinden olusan yangisal hiicre infiltrasyonuyla birlikte 6dem ve kanamalar
goriilmiistiir. Cevredeki ve tanmmlanan alan icindeki hepatositlerde vakuoler
dejenerasyon, sitoplazmalarmin bulanik goriiniimli ve siskin olduklar tespit edilmistir.
Disi siganlarin histopatolojik incelemesinde ise hepatositlerdeki nekrozun erkeklere
oranla daha az oldugu, nekrozun ¢ogunlukla periasiner bolgelerde sinirli kaldigi, portal

alanlarin ise tamamen saglam kaldig1 kaydedilmistir (Bingul, 2011).

Ratlara 175 mg/kg dozunda DEN (i.p.) verildikten 2 hafta sonra, igme sularina
Fenobarbital katilmig ve 11 haftalik deneme sonunda, nekropside karacigerde
makroskobik olarak nodiiler yapilar saptanmis, histopatolojik olarak ise hepatositlerde
dejenerasyon, nekroz, parankimde yangisal hiicre infiltrasyonu ve proneoplastik odak lar

gozlenmistir (Tekin, 2013).

Ratlara DEN 100 mg/kg dozunda haftada 1 kez olmak tizere 3 hafta verilmistir, 1
hafta sonra da haftada iki kez 2 mL/kg dozunda 8 hafta CCls uygulamasi yapilmistir.
Deneme sonunda makroskobik olarak diffuz, multi noduler ve masiv lezyonlar tespit
edilmistir (Anindita ve ark., 2018).

Ratlara 175 mg/kg dozunda DEN (i.p.) verildikten sonraki 7., 8. ve 9. gunlerde,
20 mg/kg dozunda 2-AAF (2-Acetylaminofluorene) uygulanmistir. 5 haftalik deneme
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sonunda karacigerde histopatolojik olarak; hepatositlerde orta siddetli karyomegali ve
dejenerasyon, parankimde yangisal hiicre infiltrasyonu ve prencoplastik odaklar
gdzlenmistir (Ustiiner, 2006).

Ratlara, 50 mg/kg dozunda DEN haftada bir kez olmak (izere 20 hafta boyunca intra
peritoneal olarak uygulanmistir. Makroskobik olarak; karacigerlerin yiizeyinde 3-4 mm
capmda multifokal nodiiller ile yer yer de kanama alanlar1 tespit edilmistir. Mikroskobik
olarak; tumadr hiicrelerinin iyi diferansiye, kiiboidal, hatta kolumnar sekilli hepatositlerden
olustugu ve ¢ogunlukla trabekiiler ve asiner yapilar olusturdugu kaydedilmistir. TUmaral
hepatositlerin sitoplazmasinin eozinofilik, ¢ekirdeklerinin blyuk, hiperkromatik, yuvarlak
ya da oval, bir kisminin atipik oldugu ifade edilmisitir. Cekirdekgiklerin ise eozinofilik,
cogunlukla tek ve belirgin, ancak bazen ¢ok sayida oldugu kaydedilmistir. Trabekuler
yapilarm; endotel hiicreli siniizoidal bosluklarla ayrilan 3-10 hiicre kalinliginda
hepatositlerden olustugu, asiner yapilarin ise psddoglandlardan olustugu belirtilmistir.
Safra duktus proliferasyonu, perisiniizoidal, portal ve periasiner alanlarda hafif bag doku
artis1, hepatositlerde; makro-mikrovezikiiler yag dejenerasyonu, safra pigmenti birikimi,
seffaf sitoplazmali goriiniim, soluk cisimcikler ve hiyalin damlaciklar1 da tiimor dokusunda

g6zlendigi kaydedilmistir (Karakurt, 2018).

2.4. Isirgan Otu (U. dioica L.)

2.4.1. Morfolojik ve biyolojik 6zellikleri

Urtica dioica L. (1sirgan otu); Urticaceae familyasina ait olup Urticales takimi
icerisinde yer alan bir bitkidir. Diinyanin her iki yarim kiiresinin tropik ve subtropik
bolgelerinde yetisen, genelde ¢ok yillik gelisim gosteren, ¢ogu tiirii otsu formda olmakla
birlikte ¢ali formu da olan bir bitkidir (Ayan ve ark., 2006). Bu bitki tilkemizde; “Aci1
Isirgan otu, Biiyiik Isirgan otu, Agdalak, Daladiken, Cimbar, Cizlangag, Cizgan, Geznik,
Gendisken, Cincar, Isirgan otu ve Dalagan” olmak {izere ¢esitli isimlerle bilinmektedir
(Erdemir, 2001; Kog, 2002). Ayrica bitkinin; U. pilurifera, U. urens, U. dioica, U.
membranacea ve U. haussknechtii olmak iizere {ilkemizde 5 tiirtiniin bulundugu, ancak

en yaygin olarak ilk 3 tiirliniin yetistigi kaydedilmektedir (Davis, 1982).
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Sekil 2. Urtica dioica tlrtne ait bitki (A) ve tohumunun (B) gérianimid (Anonim 2).

Urtica, Latincede yakmak anlaminda kullanilan urere kelimesinden gelmektedir.
Isirgan otunun yaprak yilizeyinde, bu bitkiye yakic1 6zelligi veren asetilkolin, histamin ve
5-hidroksitriptamin (serotonin) kimyasallar1 bulunmakatdir. Dolayisiyla yapragma

dokunuldugunda yakici etkisi ile ciltte kasint1 ve kizariklar olusturur (Ayan ve ark., 2006;
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Fu ve ark., 2006; Taylor, 2006). U. dioica dis goriiniis olarak biiyiikk, uzun ve iri
gorinumde olup iki evcikli 6zellik gostermektedir (Sekil 2). Bu nedenle bu ture Latincede
iki evcikli anlamina gelen “Dioica” ismi verilmistir (Baytop, 1963). U. dioica; boyu 50-
150 cm, 4 koseli ve yabanci tozlasma gosteren ¢ok yillik bir bitkidir (Tutin ve ark., 1964)
Yapraklar1 yaklasik 10 cm uzunlugunda olup gévdedeki bogumlarda karsilikli bulunur;
yakici tlyleri kiiresel, ¢ubuksu ve yildizs1 goriiniime sahip olup bitkinin geneline
yayilmistir (Zeybek ve ark., 1994; Baytop, 1999; Karakas, 2003). En ¢ok Haziran — Eyliil
aylar1 arasinda yetisen Isirganotu; [liman boélgelerde, otluk alanlarda, kiiltiir bitkileri
arasinda, bataklik kenarlarinda, yol ve su arklarinda dogal olarak yetistigi icin y1l boyunca
rahatlikla bulunabilmektedir. Boylece halk hekimliginde yaprak, kok, ¢icek ve tohumlari
siklikla kullanilabilmektedir (Zeybek ve ark., 1994; Kog, 2002; Ayan ve ark., 2006).

2.4.2. Kimyasal bilesimi ve etkileri

U. dioica'da yaygin olarak bilinen fitokimyasal bilesikler; flavonoidler, taninler,
ucucu bilesikler ve sterollerdir (Giil ve ark., 2005; Krystofova ve ark., 2010). U. dioica'da
diiz kas uyaric1 6zellikte asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin (5-HT) adli ii¢
Kimyasal madde tanimlanmistir (Collier ve Chesher, 1959). Ayrica U. dioica'nin
tiiylerinde bulunan formik asit, histamin ve serotonin agriy1 tetikleyen ajanlar olarak
bilinmektedir (Fu ve ark., 2006). U. dioica'nin esansiyel yagmin ana bilesenleri olarak;
Carvacrol (%38,2), carvone (%0,9), naftalen (%8,9), (E) -anetil (%4,7),
heksahidrofarnesil aseton (%3,0), (E) -geranil aseton (%2,9), (E)- B-iyonon (%2,8) ve
fitol (%2,7) tanimlanmistir (Gl ve ark., 2005). U. dioica'nin rizomlar1; skopoletin,
steroller, yag asitleri, polisakaritler ve izolektinler gibi diger biyolojik aktif bilesikler
icermektedir (Krystofova ve ark., 2010). Bu rizomlarda ayrica amino asit
kompozisyonlarina gore kesinlikle farkli olan karmasik bir agliitinin izolektin

bulunmaktadir (Van Damme ve ark., 1988).

Isirgan otunun kuru maddesi; %18 protein, %14,5-17 albiminli maddeler, %2,5
yagli maddeler ihtiva etmektedir. 1 kg taze bitki 130 mg C vitamini, 730 mg karoten ve
oksalat ihtiva etmektedir. Bitkinin yapraklari; vitamin K, vitamin B1, provitamin A,

urtisin gliikkoziti, sistosterin, sepi maddeleri, ksantofil yaninda ayn1 zamanda 14,4 mg/100

gr tokoferol, 0,23 mg/100 gr riboflavin, 13 mg/100 gr demir, 0,95 mg/100 gr ¢inko, 873
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mg/100 gr kalsiyum, 75 mg/100 gr fosfor ve 532 mg/100 gr potasyum icermektedir
(Wetherilt, 1989; Kog, 2002; Ongiin, 2002). Isirganotu tohumu ise %8,5 su, %25 yag,
%21,9 protein, %26,4 azot, %11,4 lif ve %6,8 kil icerir (Wetherilt, 2003).

Urtica dioica’nin yapraklari; kafeik asit esterleri, 6zellikle kafeik malik asit gibi
fenolik asitler, flavonoidler, gesitli vitamin (a-tokoferol ve C vitamini) ve mineraller (Se,
Zn, Fe ve Mg), terpenler (mono- ve di-terpen diol ve terpen glikozitleri), tanenler, yag
asitleri, klorofil, aminoasitler ve steroller gibi maddelerce zengindirler (Anikina, 1996; Ji
ve ark., 2007).

2.4.3. Urtica dioica’min farmakolojik etkileri

Antioksidan etkisi

U. dioica ekstraktinda bol miktarda flavanoid bilesiklerin bulundugu, bu fenolik
komponentlerin gucli bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu, bu sayede lipid
peroksidasyonu engelledikleri ve serbest radikallere karsi inhibitér gorevi gordiikleri
belirtilmistir (Fijalek ve ark., 2003; Giilgin ve ark., 2004; Cetinus ve ark., 2005). U.
dioica’nin sahip oldugu antioksidan fenol bilesikleri sayesinde; SOD, GSH, CAT ve
GSH-Px ’in reaktif serbest radikalleri temizlemesini regiile edebildigi kaydedilmistir
(Hosbas, 2008). Isirganotu ekstraktlarinin antioksidan 06zellikleri yaninda; ayrica
antikanser, antiinflamatuar, immun stimulan, antialerjik ve 0Ostrojenik etkilerinin de

bulundugu rapor edilmistir (Tanakol, 1998).
Anti-Inflamatuar etkisi

U. dioica nin hem yapraklarindan hem de koklerinden hazirlanan ekstraktlarin,
proinflamatuar sitokinlerin stimulasyonunu Onledigi bildirilmistir (Obertreis Ve
ark.,1996). Anti-inflamatuar etkinin, U. dioica’daki aktif bilesiklerin; hiicrelerdeki
nuklear faktor kappa B (NF-kB; enfeksiyona karsi immun cevabin regulasyonunda
anahtar rol oynar) aktivasyonunu inhibe etmesiyle ve makrofajlarda, inflamasyonu
siddetlendiren nitrik oksit radikalinin tretimini baskilamasiyla meydana geldigi
bildirilmistir (Riechemann ve ark., 1999; Harput ve ark., 2005). U. dioica ekstraktinda

bulanan serotonin ve histaminin, nosiseptif agr1 ndronlarmnin aktivasyonunu artirdigi ve

22



sinir bliylime faktorii seviyelerini etkileyen stimiilasyon kaskadinda yer aldig:
belirtilmistir (McMahon, 1996). U. dioica nin 50 mg ekstresi ile diklofenak’m 50 mg’lik
kombinasyonu, 200 mg diklofenak’a ¢ok yakin bir etki gostermistir. Isirgan otunun bu
etkisi, non-steroidal anti-inflamatuar ilag kullanamayan hastalar i¢in ¢ok 6nemli oldugu
vurgulanmustir (Chrubasik ve ark., 1997).

Yapilan bir arastirmada; tip-2 diyabet hastalarma isirganotu ekstresinin, 100
mg/kg dozunda 2 ay stiresince her giin 3 kez uygulamasiyla interlokin 6 ve yiiksek duyarli
C-Reaktif proteinde anlamli bir disiis gerceklestigi tespit edilmistir. Bu veriler
sonucunda, bu hastaliktan muzdarip olan hastalarda U. dioicanin hidro alkolik
ekstresinin bazi inflamatuar indikatorler iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu kanisina

varilmistir (Namazi ve ark., 2007).
Hepatoprotektif etkisi

U. dioica, glclt bir antioksidan kapasitesi sayesinde serbest radikalleri temizlemesi
nedeniyle, sicanlarin hepatik iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu bir etki gosterdigi
bildirilmistir. U. dioica; paraoksonaz, arilesteraz ve karaciger dokusu katalaz aktivitesini
artirarak hepatoprotektif bir etki sergiledigi tespit edilmistir. U. dioica, seruloplazmin
seviyesini ve lipit hidroperoksit aktivitesini azaltmasiyla, karacigerde iskemi-reperfiizyonu

saglamasiyla oksidan ajanlarin olusumunu 6nledigi bildirilmistir (Kandis ve ark., 2010).

CCls uygulamasiyla karacierde hasar olusturulan tavsanlarda, U. dioica ekstirakti
uygulamasinin; hepatoseliiler dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin olusumunu engelleyerek,
fibrozis ve sirotik degisimlerin ortaya ¢ikmasmna engel oldugu, dolaysiyla Onemli bir
hepatoprotektif etkinin meydana geldigi ifade edilmisitir (Tiirkdogan ve ark., 2003). Ayrica
ratlarda yapilan benzer bir ¢alismada da siganlarda CCls ile indiiklenen karaciger hasarmda U.
dioica ekstresinin lipid peroksidasyonunu azaltarak ve antioksidan savunma sistemi aktivitesini

artirarak hepatotoksisiteyi dnledigi tespit edilmistir (Kanter ve ark., 2005).

Yine yapilan deneysel bir ¢caligmada da U. dioica ekstresinin, ratlarda toplam
kolesterol ve LDL seviyelerini 6nemli 6l¢lide azalttig1 ve yliksek kolesterol diyetine sahip
hayvanlarda karaciger enzimlerini belirgin sekilde diistirdiigii bildirilmistir (Nassiri-Asl

ve ark., 2009). U. dioica, fagositlerdeki kemiliiminesansi (bir kKimyasal reaksiyon sonucu
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151k salinmasi) baskilamak suretiyle hepatositlerde oksidatif hasara karsi koruyucu bir
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Daba ve Abdel-Rahman, 1998). U. dioica ekstresi,
antioksidan  Ozellikleri sayesinde, streptozotsin toksik etki ~mekanizmalarini
etkileyebilecegi ve diyabetin karaciger dokusu iizerindeki etkilerini modiile edebilecegi

veya sinirlayabilecegi rapor edilmistir (Golalipour ve ark., 2010).
Antiviral etkisi

Isirgan otunun koklerinden elde edilen stiper lektin denen kiiciik molekiil agirlikl
N-asetilglukozamin spesifik lektinin; human immunodeficiency virus (HIV) ve influenza
virusleri invitro olarak inhibe ettigi rapor edilmistir. HIV’in hiicre zarmda bulunan bir
glikoprotein (GP120), viriisiin hiicre igerisine girmesini saglamakta ve ayni zamanda

antijenik yapisini belirlemektedir (Balzarini ve ark., 1992).

GP120’nin glikozilasyonu (karbonhidratla 6rtiilmesi) sayesinde virtsin antijenik
yapis1 degismekte ve ayni1 zamanda notralize edici antikorlardan kagmasina ve yeni konak
hiicrelerin enfeksiyonuna neden olmaktadir. GP120’nin glikozilasyon bdlgelerinde
olusan delesyonlar ki bu durum karbonhidratla 6rtiinmenin azalmasiyla sonuclanir, bu da
viriisiin ndtralize edici antikorlardan korunmasini saglamakatdir. Iste UDTE’nin N-
asetilglukozamin baglayici proteini (NBP) sayesinde, HIV’in GP120 iizerindeki zorunlu
glikanlari silerek (delesyona ugratarak) ilag baskisindan kagmaya zorladigini; bunun da
virus zarmin saklanmig antijenik yapilarinin ortaya ¢ikmasina olanak tanidigi, bu nedenle
de UDTE’nin karbonhidrat baglayan ajanlarin yeni konsepsel sinifinin prototipini temsil

etttigi belirtilmektedir (Balzarini ve ark., 2005).
Antimikrobiyal etkisi

U. dioica ekstraktinin; Pseudomonas aeurogionasa, Eschericia coli, Proteus
mirabilis, Citrobacter koseri, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus ve Staphylococcus epidermis etkenleri
iizerinde etkili bir antibakteriyel aktivite gosterdigi ve iilser insidansini 6nemli derecede
azalttig1 bildirilmistir. (Giilgin ve ark., 2004; Silan ve Rahmanlar, 2008). Aksu ve Kaya
(2004)’nin yaptiklar1 arastirmaya gore; Tiirk sucuklarma U. dioica ekstrakti katildiginda,
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sucuklarda enterobakter, maya ve kiif miktarlarinda azalmaya neden oldugu tespit

edilmistir.
Diger etkileri

U. dioica ekstraktinin; romatoid artritin baslamasini indiikleyen dendritik
hiicrelerin stimiilasyonunu sagladigi bildirilmistir (Setty ve Sigal, 2005). U. dioica nin
ihtiva ettigi aktif komponentlerin, insiilin sekresyonunu artirarak kan glikoz seviyesini
azaltic1 etki gosterdigi tespit edilmistir (Farzami ve ark., 2003). Yapilan ¢aligmalarda, U.
dioica’nin etkili bir antidiyabetik etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Petlevski ve ark.,
2001; Gilgin ve ark., 2004). Kardiyovaskiiler sistem {izerine etkisi iizerine yapilan
calismalarda da gii¢lii bir hipotansif etkisinin oldugu vurgulanmistir (Tahri ve ark., 2000;
Testai ve ark., 2002). U. dioica’nin yakici tiiylerinde bulunan histaminin, alerjik rinit
iizerine terapdtik etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Mittman, 1990; Silan ve
Rahmanlar, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢alismada Wistar Albino irki ratlar kullanildi. Deney hayvanlari, Van Yiiziincii
Y1l Universitesi Deneysel T1p Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi ve aym
merkezde deneysel calisma ylriitiildii. Ratlar, 12 saat 151k 12 saat karanlik ritminde
1isiklandirilan, 22 + 2 °C sicaklik ve %60 nem bulunan odalarda muhafaza edildi. Deneme
siiresince hayvanlara standart yem ve igme suyu ad libitum olarak verildi. Calisma
gruplarma yedirilen yem karisimlar1 bu standart pelet yemlerden hazirlanip, yem ve su
alimi tiim gruplar i¢in serbest birakildi. Deney hayvanlar1 standart plastik kafeslerde
barindirildi. Ratlar ¢alisma baslangicinda tartilarak ve miimkiin olabildigince agirlik
bakimidan esit dagilimli olacak sekilde gruplara ayrildi. Tartim sonucunda agirliklari

genel ortalamanin ¢ok altinda ya da ¢ok {istiinde kalan hayvanlar gruplara dahil edilmedi.

3.1.1. Gruplandirma ve uygulama programi

Toplam 40 adet rat her grupta 8’er adet olacak sekilde bes gruba ayrildi. Gruplar,
DEN ve Urtica dioica ekstrakti uygulamasi asagidaki gibi gerceklestirildi. Kanserojen
lezyonlarin olusabilmesi i¢in toplam deneme siiresi 16 hafta olarak planlandi. TUm gruptaki
ratlar denemenin 0. giliniinden itibaren her 15 giinde bir tartilarak kilo degisimleri

belirlendi. Gelisebilecek komplikasyonlar agisindan tiim gruplardaki ratlar giinliik takip
edildi.

1. Grup A (Kontrol): Ratlar iizerinde hi¢bir uygulama yapilmadi. 16 hafta boyunca

pelet yem ve icme suyu verildi.

2. Grup B (DEN): DEN, denemenin ilk giinii 200 mg/kg dozunda (Sigma, N 0756)

intra peritoneal olarak bir kez uygulandi ve 16 hafta boyunca pelet yem ve igme suyu

verildi.

3. Grup C (UDTE): 16 hafta boyunca 1 mL Urtica dioica ekstrakti (0,5 mL eter yag

ekstresi + 0,5 mL etanol ekstresi) orogastrik olarak ginlik verildi.
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4. Grup D (DEN+UDTE-1): Denemenin ilk giinii 200 mg/kg dozunda DEN (Sigma,
N 0756) intra peritoneal olarak bir kez uygulandi ve 16 hafta boyunca 1 mL Urtica dioica
etanol ekstrakti gunliik orogastrik olarak verildi.

5. Grup E (DEN+UDTE-2): Denemenin ilk gunii 200 mg/kg dozunda DEN (Sigma,
N 0756) intra peritoneal olarak bir kez uygulandi ve 16 hafta boyunca her bir rat’a 1 mL

Urtica dioica eter yag ekstrakt1 giinliik orogastrik olarak verildi.
3.1.2. Deneyin sonlandirilmasi ve 6rneklerin alinmasi

Uygulama sonunda, 50 mg/kg Ketamine hidroklorit + 10 mg/kg dozunda Xylazine
hidroklorit ile ratlar anesteziye alinarak servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.
Tilim hayvanlarn intrakardiyak yoldan kanlar1 alinarak serum ve plazmalar1 ¢ikarilip ilgili
analizler gerceklestirilinceye kadar derin dondurucuda (—80°C) muhafaza edildi.
Sonrasinda ratlarm sistemik nekropsileri yapilarak karaciger dokusu makroskobik olarak

incelendi, fotografland1 ve histopatolojik inceleme i¢in doku 6rnekleri alindi.
3.2. Bitki Materyali
3.2.1. Etanol ekstraktimin hazirlanmasi

Bitki materyali olarak 1sirgan otu (Urtica dioica) tohumu kullanildi. Liyofilize salin
ekstrakt1 Dalar ve Konczak (2013) metodunun modifiye sekline gore hazirlandi. Isirgan
otu (Urtica dioica) tohumu elektrikli bir degirmende 6giitiildii. Daha sonra Isirgan otu
tohumu numunesinden 50 gr tartilarak bir cam behere konuldu, 500 ml etil alkol ile
karigim1 saglandi. Beherin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilip 2 saat calkalayicida
homojenize edildi, daha sonra siizgegten gegirilen homojenize karisim posasi atildi ve
altta klan homojenat 10 ml’lik falkon tiiplerine pipetlenip 5 dakika 3500 rpm’de (~1160
g) santrifiij edildi. Elde edilen tiim supernatantlar ayni kaba konuldu. Santrifuj ile elde
edilen sividan 400 ml alinip evaporatdre birakilarak +37°C’de yaklasik 1 saat 45 dakika
buharlastirmak suretiyle ¢dziiciiden armndirildi. Islem sonunda yogunlastirilan ekstrakt
falkon tiplerine konularak -80°C’de 48 saat bekletildi. Sonra dondurulan numuneler
liyafilizatorde 0,030 mBar basing ve -54°C’de 3 glin boyunca kurutuldu. Elde edilen

liyofilize salin fraksiyonu, analiz islemlerine baglanana dek, —20 °C’de muhafaza edildi.
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Boylece ekstraksiyon iglemi tamamlanmig oldu. Tim bu islemler Van Yiiziincii Yil

Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde yapildi.
3.2.2. Eter ekstraktinin hazirlanmasi

Urtica dioica tohumlar1 elektrikli bir degirmende ogiitiildii. Ogiitiilmiis tohum
filtre kagidina konularak Soxhlet ekstraktoriine yerlestirildi. Coziicii olarak dietil eter
kullanildi. Ekstraksiyondan sonra karisim siiziildi. Yag ekstraksiyonu ile dietil eteri
ayristirmak i¢in rotary buharlastiricist kullanilarak yag ekstresi elde edildi (Kanter ve
ark., 2005).

3.3. Biyokimyasal Analizler

Deneme siiresi sonunda abdomen bdlgeleri agilan siganlardan intrakardiyak olarak
alinan kan 6rnekleri sar1 kapakli biyokimya tiiplerine konuldu. Biyokimyasal analizler

icin kan 6rnekleri 3500 xg 15 dak. +4 °C de santrifiij edilerek serumlar elde edildi.
3.3.1. Kimyasallar

Fosfat tampon hazirlamak i¢in kullanilan NapHPO4 Sigma Aldrich Company’den
satin alindi. Karaciger ve serum orneklerinde olgiilen tiim biyokimyasal parametreler igin

ELISA kitleri YL Biotech Co., Ltd.’den ticari olarak satmn alind1.
3.3.2. Biyokimya tiiplerine alinan kandan serum orneklerinin ayrilmasi

Intrakardiyak olarak alman kanlar sar1 kapakli biyokimya tiiplerine konuldu ve
3500 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan serum baska bir tiipe almarak
calisilincaya kadar -80 °C’de bekletildi.

3.3.3. Karaciger orneklerinden lizat temini

Karaciger dokusundan 0,2 g’lik 6rnek, pH:7,4’lik ve 50 mM’lik 1,8 mL fosfat
tamponuna ilave edildi. Yaklasik 15 saniye ultraturraks ile homejenize edildikten sonra
3000 rpm de 20 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant bagka bir tiipe alind1 ve
calisilincaya kadar -80 °C’de bekletildi.
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3.3.4. Rutin biyokimya parametrelerin 6lgimu

Serum orneklerinde AST, ALT, LDH, CA-15-3, CA-19-9, CA-125 II, AFP, CEA
aktiviteleri Aboott Architect 16200 SR cihazinda kemiliiminesans mikropartikiil
immunolojik yontem ile, her parametre icin cihaza uygun kalibrator, kontrol ve kit
kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen AST, ALT ve LDH aktiviteleri U/L olarak, diger

parametrelerin sonuglari ise U/mL veya U/dL olarak ifade edildi.
3.3.5. Apoptoz, oksidatif stres ve antioksidan parametrelerin 6lgiim yontemi

Kaspaz-3, BcL2, TAS, TOS, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px degerleri ticari olarak
satin alinan ve enzim bagli immiinosorbent assay (ELISA) ile calisan kitler (ELISA,
YL biont, Shanghai YL Biotech Co., Ltd) ile kit prospektiisiine uygun olarak ELISA

cihazinda 6lgiildii.
3.3.6. Yuksek basingh likid kromatografisi (HPLC) yontemi ile MDA 6lgim

Serum veya doku siipernanatnt’mdan 50 pL alinarak bir tlipe konuldu. Uzerine
750 pL 0,44 M H3PO4, 250 uLL TBA ve 450 uL distile su ilave edildi. Tiiplerin agz1
sikica kapatilarak 60 dk. kaynar su banyosunda bekletildi. Sonra buzda veya ¢esme
suyunda sogutuldu. Uzerine alkalen metanolden (50 ml metanol + 4,5 mL ve 1 M
NaOH) 1:1 oraninda (1,5 mL) ilave edildi. 2500 g’de 3 dk. santrifiij edildi. Ust
boliimde kalan siipernatant’dan 200 pL alinarak bir viale kondu ve HPLC cihazina

verildi.

HPLC i¢in 6l¢iim kolonu olarak partikiil genisligi 150x4.6 mm ve Spm olan RP18
kolon kullanildi. Mobil faz i¢in 50 mM’lik 400 mL fosfat tamponu (pH:6,8) ile 600 mL
metanol birbirine karistirilarak hazirlandi. Cihazin akis hiz1 0.8 mL/dk’ya enjeksiyon
hacmi 20 pL’ye ayarlandi. 527 nm eksitasyon 551 nm emisyon dalga boylarinda floresan
dedektorde farkli konsantrasyonda 1,1,3,3-tetractoksipropan ile hazirlanan standart

numunelere kars1 okuma yapildi.

Yapilan tiim bu biyokimyasal analizler Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.
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3.5. Histopatolojik Inceleme

Deneme sonunda ratlarin nekropsileri yapilarak, karacigerden doku ornekleri
alind1 ve gozlemlenen makroskobik degisiklikler kaydedildi. Alinan doku pargalari
tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin takip yapilarak parafin
bloklara gdmiildii ve mikrotomla 4 pm’lik kesitler alindi. Hematoksilen Eozin (H&E)
boyamasi i¢in normal lam, immunohistokimyasal boyamalar igin ise Poly-L-lysin ile

kapli lamlar kullanildi.
3.6. Iimmunohistokimyasal Inceleme

Immunuhistokimyasal inceleme, streptavidin-peroxidase metoduna (ABC) gore
streptavidin/biotin immunoperoksidaz kit (Histostain-Plus Bulk Kit; Zymed, South San
Francisco, CA, USA) kullanilarak AFP, HSA (Hep par-1), kaspaz-3, iNOS ve Ki-67
ekspresyonlar1 belirlendi. Hazirlanan kesitler adezivli lamlar {izerine alindiktan sonra,
ksilen ve alkol serilerinden gecirildi. Kesitler PBS (phosphate buffer solution) ile
yikandiktan sonra %3 ’liikk H>O> de 20 dakika tutularak endojen peroksidaz inaktive edildi.
Antijen retrieval soliisyonuna (sitrat buffer) konulup iizeri kapatildiktan sonra 20 dakika
stireyle ikiser kez 1s1ya tabi tutuldu. Firindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakligma gelinceye
kadar bekletildi. Dokular yeniden PBS ile yikandiktan sonra 20 dakika protein bloking
(nonimmun serum) ile bloke edildi. Dokular AFP (Santa cruz, sc-8399; 1/100
sulandirma), HSA (Santa cruz, sc-58693; 1/100 sulandirma), kaspaz-3 (Abcam, ab-4051;
1/100 sulandirma), iNOS (Abcam, ab-15323; 1/100 sulandirma) ve Ki-67 (Santa cruz, sc-
23900; 1/100 sulandirma) poliklonal antikorlar1 damlatilip +4°C de bir gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Kesitler PBS ile yikanip biotinize sekonder antikor ile oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-
peroksidaz da 20 dakika bekletildikten sonra PBS ile aym sekilde yikandi. Yikama
isleminden sonra diaminobenzidine (DAB) damlatilip 1-2 dakika bekletildi. Daha sonra
tiim dokular Mayer’s hematoksilende 1-2 dk bekletilip musluk suyunda yikandi. Tekrar
alkol ve ksilen serilerinden gegirilen kesitler entallen kullanilarak kapatildi. Boyama
islemini dogrulamak i¢in negatif kontroller kullanildi; bu slaytlar primer antikorlar yerine
PBS ile reaksiyona sokuldu. Kesitler 151k mikroskobunda (Nikon 80i-DS-RI2) incelendi

ve fotograflandi. Bu boyamalarin sonucunda her bir Ornek mikroskopta 20’lik
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biiyiitmede, 10 farkli alan incelenerek pozitif boyanan hiicrelerin sayimi yapildi ve

ortalamalar1 hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal analizlerin istatistiksel sonuglar1 i¢in SPSS paket programi
kullanild1 (versiyon 21). Gruplara ait tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma
olarak verildi. Verilerin normal dagilip dagilmadigmna Shapiro-Wilk testi ile bakildi.
Veriler normal dagildigi i¢in ayni parametre iginde gruplar arasinda farklarin anlamli olup
olmadig1 Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. 0,05 ve daha kiiglik p degerine sahip

sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Karaciger fonksiyon testlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 1 ve
Sekil 3’de goriilmektedir. DEN verilen pozitif kontrol gurubunda AST, ALT ve LDH
degerleri diger gruplara gore oldukga yiiksekti (p=0,001). Ancak DEN ile birlikte UDTE
verilen gruplarda AST, ALT ve LDH degerleri DEN grubuna gore oldukca diisiiktii
(p=0,001). Ayrica UDTE grubunda AST, ALT ve LDH aktiviteleri hem kontrol hem de
diger gruplara gore oldukga diisiiktii (p=0,001).

Tablo 1. Karaciger fonksiyon testlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri (n=8).

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)

Kontrol 93,25+3,97* 41,25+5,19* 464,50+15,82*

DEN 121,88+4,74% 51,00+2,61* 566,00+27,58*

UDTE 77,20+6,91 36,60+2,42* 311,00+23,77*

DEN+UDTE-1 78,20+4,79 27,67+2,25* 415,50+23,26*

DEN+UDTE-2 75,67+7,55 32,00+3,58* 339,80+13,14*
P degeri 0,001 0,001 0,001

*p: Diger gruplara gore anlamli (p=0,001).

Serum Orneklerinde kanser belirtegleri karsilastirildiginda, 6zellikle DEN
grubunda CA 15-3, CA 19-9 ve CA 125-1I aktivitelerinin diger gruplara gore oldukca
yiiksek oldugu goriildii (p=0,001). Ayrica DEN grubunda AFP ve CEA degerlerinin hem
kontrol hem de UDTE grubuna gore yiiksek oldugu gozlendi (CEA igin, p=0,001, AFP
icin; p=0,029). Ancak, DEN ile birlikte UDTE kullanilan gruplarda DEN grubuna gore
CA 15-3, CA 19-9 ve CA 125-II aktivitelerinin DEN grubuna gore oldukga diistiigi
goruldu (p=0,001). Ayrica DEN ile birlikte UDTE kullanilan gruplarda DEN grubuna
gore AFP ve CEA degerleri kismen diigsmiis olsa da sonuglar anlamli degildi (p>0,05).
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Sekil 3. Karaciger fonksiyon testlerine ait ortalama ve standart sapma degerlerinin toplu olarak
kargilagtirilmasi. ALT: Alanin transaminaz, AST: Aspartat transaminaz, LDH: laktat dehidrogenaz,

*p: Diger gruplara gére anlamli (p=0,001).

Tablo 2. Serum kanser ve apoptoz belirtecleri ait ortalama ve standart sapma degerleri
(n=8).

Kontrol DEN UDTE DEN+ DEN+ P
UDTE-1 UDTE-2 Degeri
CA 15-3 (U/dL) 28,83+1,30  39,84+2,88*  29,13+2,18 32,54+3,62 29,39+1,69° 0,001
CA 19-9 (U/mL) 1,70+0,11 2,11+0,10* 1,75+0,09 1,78+0,20 1,85+0,05 0,001

CA 12511 (U/dL)  34,98+3,95 58,63+1,23* 31,83+2,92  4567+339°  34,27¢315 0,001
AFP (ng/dL) 19,51+0,14  21,48+0,92° 19,82+0,99  20,34+1,04  19,80+1,70 0,029
CEA (ng/dL) 1357+1,01  16,38+1,70° 13,96+143  16,64+1,32°  16,78+0,78° 0,001
Kaspaz-3 (ng/mL)  057#0,04  0,67+0,05*  0,53+0,04  0,64+0,05° 0,57¢0,06 0,002

BcL2 (ng/mL) 0,98+0,05 0,86+0,07° 1,03+0,09¢ 0,90+0,08 0,91+0,10 0,010

*p: Diger gruplara gore anlaml (p<0,05). “p: Kontrol, UDTE ve DEN+UDTE-2 gruplarma goére anlaml
(p<0,05). °p: Kontrol ve UDTE gruplarina gére anlaml (p<0,05). ®p: DEN+UDTE-1 ve DEN+UDTE-2
gruplarina gore anlamli (p<0,05). °p: DEN+UDTE-1 grubuna gore anlamli (p<0,05).
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Sekil 4. Serum kanser ve apoptoz belirteclerine ait ortalama ve standart sapma degerlerinin

karsilastirilmas.

CA 15-3: karbohidrat antijen 15-3 (U/dL), CA 19-9: karbohidrat antijen 19-9 (U/20 mL), CA 125-II:
karbohidrat antijen 125-11 (U/dL), AFP-3: alfa fetoprotein-3 (ng/dL), CEA: karsino embriyonik antijen
(ng/dL), Kaspaz-3 (ng/20 mL), BcL2 (ng/20 mL), *p: Diger gruplara gore anlamli (p<0,05). “p: Kontrol,
UDTE ve DEN+UDTE2 gruplarma gére anlamh (p<0,05). °p: Kontrol ve UDTE gruplarina gore anlaml
(p<0,05). ®p: DEN+UDTE-1 ve DEN+UDTE-2 gruplarma gére anlaml (p<0,05). ®p: DEN+UDTE-1
grubuna gore anlamli (p<0,05).

Serum oOrneklerinde apoptotik belirteclerinden kaspaz-3 degerlerinin DEN
grubunda diger gruplara gére oldukea yiiksek oldugu gézlendi (p=0,002). Ancak, DEN
ile birlikte UDTE verilen gruplardan 6zellikle DEN+UDTE-2 grubunda kaspaz-3
degerleri DEN grubuna gore oldukg¢a diismiistii (p=0,002). Antiapoptotik belirteclerden
BcL2 dizeyleri, DEN grubunda kontrol ve UDTE gruplarina gore oldukga diismiistii
(p=0,010). Ancak, DEN+UDTE gruplarinda BcL2 diizeyleri DEN grubuna gére kismen
yiksek olsa da anlamli degildi (p>0,05). Serum kanser belirtecleri ve pro- ve anti-

apoptotik belirtecler ile ilgili diger ayrintili sonuglar Tablo 2 ve Sekil 4’de goriilmektedir.

Serum oOrneklerindeki oksidatif stres ve antioksidan parametreler ait sonuclar
Tablo 3 ve Sekil 5°de ayrintili olarak gosterilmistir. TAS degerleri incelendiginde, DEN
grubunun TAS degerleri kontrol, UDTE ve UDTE-2 grubuna gore diisiiktii. Ancak DEN
ile birlikte UDTE verilen gruplarda TAS dizeyleri DEN grubuna gore yuksekti
(p=0,049). Fakat bu degerler yalnizca DEN+UDTE-2 i¢in anlamliyd: (p=0,049). Ayrica
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DEN grubunun TOS degerleri diger gruplara gére kismen artsa da anlamli degildi
(p=0,399).

Serum GSH degerleri incelendiginde, DEN grubunun GSH degerleri diger
gruplara gore kismen diisiikk, UDTE kullanilan tiim gruplarda hem kontrol hem de DEN
grubuna gore kismen yiiksek olsa da anlamli degildi (p>0,05).

DEN grubunda SOD seviyeleri diger gruplara gore anlamli olmasa da kismen
diistik iken, DEN+UDTE-2 grubunda DEN grubuna gore oldukga yuksekti (p=0,078).
UDTE kullanilan diger gruplarda SOD seviyeleri hem kontrol hem de DEN gruplarina

gore kismen artmis olsa da anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 3. Serum Orneklerinde antioksidant kapasite, oksidatif stres, bazi antioksidan
enzim ve protein seviyeleri ile lipid peroksidasyonu seviyelerine ait ortalama ve standart
sapma degerleri (n=8).

Kontrol DEN UDTE DEN+UDTE-1 DEN+UDTE-2 P degeri
TAS (pg/mL) 21.40+0.94 18.50£1.737 22.20+2.87 20.38+2.66 21.58+1.78 0.049
TOS (U/mL) 3.96+0.11 4.29+0.37 4.00+0.38 4.26+0.36 4.16+0.39 0.399
GSH (ng/mL) 154.57£21.78  144.88+£7.48  161.19+13.42 159.55+5.81 161.79£13.92 0.309
SOD (ng/mL) 1.70+0.08 1.52+0.14° 1.71£0.11 1.83+0.39 1.90+0.36 0.078
CAT (ng/mL) 26.80+1.24 21.65+1.22% 27.47+2.20 26.30=1.03 24.34+£2.26% 0.002
GSH-Px (ng/mL) 17.38+1.26 14.94+1.48%* 18.84+0.99 19.35:+1.52 19.78+1.17 0.001
MDA (nmol/mL) 0.92+0.06 1.12+0.03* 0.88+0.01 1.06+0.017 0.92+0.02 0.001

*p: Diger gruplara gore anlamli (p<0,05). “p: Kontrol, UDTE ve DEN+UDTE-2 gruplarma goére anlamlt
(p<0,05). °p: DEN+UDTE-2 grubuna gére anlamh (p<0,05). ®p: Kontrol, DEN ve UDTE gruplarma gére
anlaml1 (p<0,05).

DEN grubunun serum CAT ve GSH-Px degerleri diger gruplara gore en diisiik
seviyede idi. Ancak DEN ile birlikte UDTE verilen gruplarda CAT ve GSH-Px degerleri
oldukga yiiksekti ve kontrol degerlerine benzerdi (CAT icin p=0,002, GSH-Px igin
p=0,001). Fakat bu benzerlik yalnizca DEN+UDTE-1 i¢in anlamliyda.
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Serum lipid peroksidasyon seviyeleri incelendiginde DEN grubunun MDA
diizeylerinin diger gruplara gore en yiiksek (p=0,001), UDTE grubunda ise en diisiik
oldugu goriildii. Bununla birlikte DEN+UDTE-2 grubunda MDA degerleri kontrol

grubuna benzerdi. Diger ayrmntili sonuglar Tablo 3 ve Sekil 5°de verilmistir.
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Sekil 5. Serum 6rneklerinde antioksidant kapasite, oksidatif stres, bazi antioksidan enzim ve protein
seviyeleri ile lipid peroksidasyonu seviyelerine ait ortalama ve standart sapma degerlerinin toplu

olarak karsilastirilmasi.

TAS: total antioksidan kapasite (pg/10 mL), TOS: total oksidatif stres (U/50 mL), GSH: redikte
glutatyon (ng/mL), SOD: slperoksid dismutaz (ng/dL), CAT: katalaz (ng/5 mL), GSH-Px: glutatyon
peroksidaz (ng/10 mL), MDA: malondialdehit (nmol/dL). *p: Diger gruplara gore anlamli (p<0,05).
“p: Kontrol, UDTE ve DEN+ UDTE-2 gruplarma gére anlaml1 (p<0,05). °p: DEN+UDTE-2 grubuna
gdre anlaml (p<0,05). ®p: Kontrol, DEN ve UDTE gruplarma gére anlamli (p<0,05).

Karaciger dokusunda 6lgiilen antioksidan ve oksidatif stres parametre degerleri
serum Orneklerinde Olgiilen ayn1 parametreler ile biiyiik 6l¢iide paralellik gosterdi. DEN
grubunda TAS degerleri diger gruplara gore diisik iken, TOS aktiviteleri ise kontrol,
UDTE ve DEN+ UDTE-2 gruplarina gore yiiksekti (p=0,004). DEN+ UDTE-1 grubunda

TOS degerleri DEN grubuna gore kismen diisiik olsa da anlamli degildi (p>0,05).
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Antioksidan enzim degerleri incelendiginde DEN grubunun GSH, SOD ve CAT
degerleri diger gruplara gore olduk¢a diisiiktii (p<0,05). Ancak UDTE verilen tim
gruplarda ve ozellikle de DEN+ UDTE-1 grubunda GSH, SOD ve CAT degerleri DEN
grubuna gore yiksekti (p<0,05). Karaciger lipid peroksidasyon seviyeleri de serum MDA
seviyeleri seviyeleri ile benzerlik gosterdi. DEN grubunun MDA seviyeleri diger gruplara

gore artmus iken, UDTE verilen tim gruplarda DEN grubuna gore azalmsti (p=0,001).

DEN grubunun karaciger kaspaz-3 degerlerinde de TOS ve lipid peroksidayon
seviyelerine benzer durum s6z konusuydu. DEN grubunun karaciger kaspaz-3 degerleri
diger gruplara gore artmis iken (p=0,001), BcL2 seviyeleri ise azalmisti. Ancak sonuglar
yalnizca kaspaz-3 degerleri i¢in anlamliyd1 (p=0,001). Ayrica, DEN ile birlikte UDTE
verilen gruplarda kaspaz-3 degerleri DEN grubuna gore diisiiktii (p=0,001) ve kontrol
degerlerine benzerdi. Diger ayrintili sonuglar Tablo 4 ve Sekil 6°’da ayrintili olarak

sunulmustur.

Tablo 4. Karaciger dokusunda apoptoz ve bazi oksidant/antioksidant parametrelere ait
ortalama ve standart sapma degerleri (n=8).

Kontrol DEN UDTE DEN+UDTE-1 DEN+UDTE-2 P degeri
TAS (pg/mg protein) 6.43£0.32 5.17£0.21* 6.59+0.26 6.45+0.45 6.32+0.30 0.004
TOS (U/mg protein) 1.16£0.10 1.36+0.027 1.19+£0.09 1.28+0.05° 1.25+0.11 0.005
GSH (ng/mg protein) 49.02+2.15 42.03+3.53c¢*  53.59+£2.32° 54.93+£2.75° 53.19+1.88° 0.001
SOD (ng/mg protein) 0.62+0.06 0.47+0.03* 0.63+0.04 0.63+0.05 0.56+0.04° 0.002
CAT (ng/mg protein) 6.93+£0.33 6.01£0.56* 7.08+0.36 6.87+0.45 6.86+0.38 0.024
GSH-Px (ng/mg protein) 7.10£0.57 6.12+0.327 7.28+0.26 6.93+£0.67 7.40+0.69 0.030
MDA (nmol/mg protein) 2.83+0.07 3.11£0.04* 2.70£0.07* 2.90+0.07 2.86+0.04 0.001
Kaspaz-3 (ng/mg protein)  0.16+0.01 0.21+0.03* 0.15£0.02 0.18+0.01¢ 0.17+0.01 0.001
BcL2 ng/mg protein) 0.26+0.02 0.24+0.03 0.27+0.01 0.27+0.03 0.26+0.02 0.338

*p: Diger gruplara gore anlamh (p<0,05). “p: Kontrol, UDTE ve DEN+UDTE-2 gruplarina gére anlamli
(p<0,05). °p: Kontrol grubuna gére anlamli (p<0,05). *p: UDTE grubuna gére anlamli (p<0,05).
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Sekil 6. Karaciger dokusunda apoptoz ve bazi oksidant/antioksidant parametrelere ait ortalama ve standart

sapma degerlerinin toplu olarak karsilastiriimasi.

TAS: total antioksidan kapasite (pg/10 mg protein), TOS: total oksidatif stres (U/50 mg protein), GSH: redikte
glutatyon (ng/mg protein), SOD: stiperoksid dismutaz (ng/100 mg protein), CAT: katalaz (ng/10 mg protein),
GSH-Px: glutatyon peroksidaz (ng/10 mg protein), MDA: malondialdehit (nmol/20 mg protein), Kaspaz-3
(ng/300 mg protein), BCL2 (ng/200 mg protein).

4.2. Ratlarin Canh Agirhik Sonuclar

Kontrol ve calisma gruplarinin canli agirlik ortalamalar1 standart hatalar1 ile
birlikte Tablo 5’de verildi. Kontrol grubuna gore DEN grubunun agirlik artisinda azalma
meydana gelmistir. DEN ile birlikte UDTE verilen gruplarda ise DEN’in olumsuz
etkilerini restore ederek viicut agirliklarin1 muhafaza ettigini tespit edilmistir. Ancak bu

oranlar istatistik olarak anlamli degildi (p>0,05).

Tablo 5. Gruplar arasi canli agirlik ortalamasi (n=8).

Gruplar Kontrol DEN UDTE DEN+UDTE-1 DEN+UDTE-2
Vicut
Agirhd 223,4+11,3% | 213,1+12,22 224,7+9,12 217,2 + 14,32 216,3 + 13,92
(@)

Not: ? yazan gruplar arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p>0,05).
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Boxplot of Kontrol; DEN; UDTE, UDTE-1; UDTE-2
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Sekil 7. Gruplar arasi canli agirlik ortalamasi.

4.3. Makroskobik Bulgular

Kontrol (Sekil 8) ve UDTE grubu ratlarin karacigerlerinin normal gérinimde
olduklar1 saptandi. Ancak DEN grubundaki ratlarin karacigerleri kismen daha blyuk,
kenarlar1 kiitlesmis, daha koyu renkte ve yizeyi ince graniler bir gorinimdeydi (Sekil
9). DEN+UDTE-1 grubundaki ratlarin karacigerleri hemen hemen kontrol grubuna
benzer bir goriinimde olduklar;, DEN+UDTE-2 rat karcigerleri de ¢ogunlukla normal
goriinmekle birlikte bazi karacigerlerin bazi bazi1 bolgelerinde DEN grubundakine benzer

sekilde fakat daha hafif diizeyde ince garniler bir gériinim dikkati gekti (Sekil 10).
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Makroskobik sekiller

Sekil 8. Kontrol grubu (A, B): Karacigerin normal goriiniimii izlenmekte.
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Sekil 9. DEN Grubu (A, B): Karacigerde kismen biiyiime, kenarlarinda kiitlesme, daha koyu renk ve
ylzeyinde yaygin ince graniler bir gériniim izlenmekte.
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Sekil 10. DEN+UDTE-1 Grubu: Karciger ¢ogunlukla normal (A) goériinmekle birlikte bazi
bélgelerinde DEN grubundakine benzer sekilde fakat hafif ince granler bir yiizey (*) (B) izlenmekte.
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Incelemeler sonucunda, gruplarm karacigerlerinde gdzlenen morfolojik

degisiklikler Tablo 6’da 6zetlendi ve gruplar arasindaki farklar belirtildi.

4.4.1. Grup A (Kontrol): Biitiin ratlarda karacigerin normal histolojik gériiniimii
gozlendi (Sekil 11-12).

4.4.2. Grup B (DEN): Rat karacigerlerinde tumdral hiicre proliferasyonlarina
rastlanmadi, ancak hepatoselliiler karsinomlarin histolojik prokiirsorleri (6ncii lezyonlarr)
olarak kabul edilen biiyilk ve kiigiik hiicre degisimleri ile karakterize displazik
hepatositler yaygin olarak goriildii. Ayrica hidropik ve/veya yag dejenerasyonu, safra
kanali hiperplazisi, yangisal hiicre infiltrasyonlari, fibrozis ve kolestazis en siklikla

g0Ozlenen lezyonlardi.

Hepatositlerdeki displazik degisiklikler 6zellikle vena sentralislerin ¢evresinde
daha belirgin oldugu ve ¢ogunlukla midzoanal boélgeleri, hatta bazen portal alanlar1 da
kapsadig1 goruldi (Sekil 13). Vena sentralislerin cevresindeki bu displaziler ¢ogunlukla
kiiciik hiicre degisimleri seklinde oldugu dikkati g¢ekti. Kiicliik hiicre degisimleri,
hepatositlerin ¢ekirdeginde daha biiyiik ve koyu bazofilik boyanmis c¢ekirdekgik
olusmasi, marjinal hiperkromazi ve belirgin vezikuler gérinimin ortaya ¢ikmasiyla,
sitoplazmalarinda ise sitoplazmanin koyu bazofilik ya da soluk boyanmasi ve sitoplazmik
yapilarin ince toz haline gelmesiyle (sitoplazmolizis) karakterizeydi (Sekil 14). Blyik
hiicre degisimi gosteren hepatositlerde; ¢ekirdek sitoplazma oraninin ¢ekirdek lehine
bozulmus oldugu, ¢ekirdegin degisen oranlarda daha biiyiik ve farkli morfolojik yapilarda
(karyositomegali) oldugu, daha koyu boyandigi ve ¢ok sayida farkli biiyiikliiklerde
¢ekirdekgige sahip oldugu belirlendi (Sekil 15). Karaciger parankiminde bir ya da birkag
hepatositde veya cok sayida hepatosit topluluklarinda hidropik dejenerasyonuna
rastlandi. Dejenerasyonlar sonucunda, hepatositlerin olusturdugu remark kordonlarmnimn
dizilisi bozulmus ve siniizoidler daralmisti (Sekil 16). Bu alanlarda ayrica yer yer
intrahepatik kolestazis dikkati gekti. Vena sentralisler ¢evresinde ve portal bélgelerde bag
doku artis1 (fibrozis) saptandi. Portal ve periasiner fibrozis alanlarinin ¢evresinde tek tiik
olarak hepatositlerin siddetli balonumsu dejenarasyona ugradigi ve sonugta bunlarin

blyuk kistik bosluklar haline geldigi dikkati ¢ekti (Sekil 15, 17, 18). Bu bolgelerde ayrica

43



farkli asamalarda dejenere-nekrotik hepatositlere de rastlandi. Bu dejenere-nekrotik
degisikliklerin bir kismi hiyalinizasyon veya tipik olarak hiyalin cisimcikleri seklindeydi
(Sekil 15, 18). Portal ve periasiner fibrozis bolgelerinden bazen, karaciger kapsulasina
kadar uzanan ince fibroz bantlar goruldi. Fibroz bantlarm ulastig1 karaciger kapsulasinda
hafif ya da belirgin olabilen ¢okuntt gozlendi (Sekil 15, 17). Fibrozis gelisen portal
bblgelerde safra kanallarinda hiperplazi ve intrahepatik kolestazis belirlendi (Sekil 19).
Ayrica dzellikle portal ve periasiner fibrozis bdlgelerinde, daha az olarak ta parankimde
lenfositik-eozinofilik hiicre infiltrasyonlar1 goriildii. Ilaveten seyrek olmakla birlikte
hepatositlerde makro ve mikrovezikiiler yaglanma, Kupffer hiicrelerinde hiperplazi ve

bazi sinlizoidlerde de dilatasyon belirlendi.

4.4.3. Grup C (UDTE): Kontrol Grubunda oldugu gibi karacigerin normal
histolojik yapis1 saptandi.

4.4.4. Grup D (DEN+UDTE-1): Bu grup ratlarin tamaminin karacigerlerinde
morfolojik degisikliklere rastlandi, fakat bu degisikliklerin Grup B (DEN) ile
oranlandiginda 6nemli 6lgiide azaldig1 goriildii. Bu grup ratlarin karacigerlerinde genis
hidropik dejenerasyon alanlarmin ve nekrotik degisikliklerin olusmadigi saptandi.
Lezyonlarm bazi lobiillerde oldugu ve daha az sayiyda hiicreden olusan dejeneratif hiicre
odaklar1 seklinde oldugu belirlendi (Sekil 20). Fakat lobullerin remark kordon yapisi
bozulmamisti. Ayrica displastik degisimlerin daha ¢ok kiiciik hiicre degisimleri seklinde
ve Ozellikle periasiner bolgelerle siirli kaldig: dikkati ¢ekti. Cok seyrek olmakla birlikte
megakaryositik displastik hepatositlere de rastlandi. Ancak DEN grubunda 6zellikle
portal ve periasiner bolgelerde gozlenen hepatositlerin kistik bosluklar halindeki
dejenarasyonu ve hiyalinize dejenere-nekrotik hepatositlere bu grup ratlarda rastlanmadi.

Ayrica safra kanali proliferasyonu ve portal fibrozis gorilmedi.

4.4.5. Grup E (DEN+UDTE-2): Bu grup ratlarin tamaminda, Grup D ratlarinin
karacigerlerinde gozelenen morfolojik degisikliklere hemen hemen benzer degisimler
kaydedildi (Sekil 21) Ancak displazik degisimler ve dejenerasyonlar biraz daha
belirgindi. fakat bu degisikliklerin Grup B (DEN) ile kiyaslandiginda 6nemli Olctde
azaldig1 goriildii. Ayrica iki olguda safra kanali proliferasyonuna rastlanirken, bir olguda

da hafif portal fibrozis sekillendigi goriildii.
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Mikroskobik sekiller

Sekil 11. Kontrol Grubu: Karacigerin normal histolojik gérinimi. H.E. Bar; 100 um.

gerin normal histolojik gérinimu. H.E. Bar; 50 pm.

Sekil 12. Kontrol Grubu: Karaci
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Sekil 13. DEN Grubu: Vena sentralisler (VS) cevresindeki hepatositlerde displastik kiigiik hiicre
degisimleri izlenmekte. H.E. Bar; 100 pum.

Sekil 14. DEN Grubu: Vena sentralis cevresindeki hepatositlerde displastik kiiglik hiicre (oklar)
degisimleri, periportal bdlgelerde ise normal hepatositler (*) izlenmekte. H.E. Bar; 50 pm.
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Sekil 15. DEN Grubu: Hepatositlerde displastik kiclk hiicre (ince oklar) ve megakaryositik biylk
hiicre (ok baglar1) degisimleri, dejenere-nekrotik (*) ve hiyalinize dejenere-nekrotik (oklar)
hepatositler izlenmekte. H.E. Bar; 50 um.

L O

Sekil 16. DEN Grubu: Karaciger parankiminde ¢ok sayida hepatositleri kapsayan biytik bir hidropik
dejenerasyon odagi (oklar). H.E. Bar; 50 pum.
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Sekil 17. DEN Grubu: Karaciger ylzeyindeki kapsuler ¢okiintii (ok) bolgesinden vena sentralise kadar uzanan
hafif fibrozis, monontkleer hiicre infiltrasyonu ve hepatositlerde dejenerasyon (*). H.E. Bar; 100 pm.
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Sekil 18. DEN Grubu: Karacigerde vena sentralisler (VS) ¢evresinde fibrozis, kolestazis, mononiikleer
hicre infiltrasyonu, kistik dejenere hepatositler (*), hiyalin cisimcigi (ok) ve farkli agamalardaki
dejenere nekrotik hepatositler (ok baslar1). H.E. Bar; 50 pm.
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Sekil 20. DEN+UDTE-1 Grubu: Vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde displastik kiigiik hiicre
(oklar) degisimleri, periportal bolgede ise normal hepatositler (*) ve az sayidaki hepatositleri kapsayan
dejenerasyon odagi (kalin oklar arasi alan) izlenmekte. H.E. Bar; 50 pm.
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Sekil 21. DEN+UDTE-2 G

R

rubu: Vena sentralis gevresind

eki hepatositle
degisimleri, periportal bolgede normal hepatositler (*) ve az sayidaki hepatositleri kapsayan
dejenerasyon odagi (oklar arasi alan) izlenmekte. H.E. Bar; 100 pum.

Tablo 6. Karacigerde gozlenen lezyonlar ve bunlarin karsilastirilmas.

Lezyonlar Kontrol DEN DEN+UDTE-1 | DEN+UDTE-2 | P Degeri
Biyiime ve ince graniller yiizey -18° 8/82 2/8° 1/8°
Hafif - 1 2 1
Orta - 7 - - *
Siddetli - - - -
Hidropik dejenerasyon -18° 8/82 8/8° 8/8°
Hafif - 1 7 6 "
Orta - 5 1 2
Siddetli - 2 - -
Displazi -/8b 8/8? 8/8¢ 8/8¢
Hafif - 3 8 6 -
Orta - 3 - -
Siddetli - 2 - -
Portal fibrozis -/18° 8/82 -18° -8P
Hafif - 1 - - N
Orta - 7 - -
Siddetli - - - -
Duktus proliferasyonu -18° 8/82 2/8° 1/8b
Hafif - 5 2 1
Orta - 3 - - *
Siddetli - - - -

a, b: Aymi satirda farkli harf tastyan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,05) . * p<0,05. ** p < 0,01.
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4.5. Immunohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda, gruplarm karacigerlerinde

gOzlenen pozitif hiicre saylari istatiksel olarak Tablo 7°de 6zetlendi ve gruplar arasindaki
farklar belirtildi.

Tablo 7. Imminohistokimya incelemesi sonucu boyanmis hiicre sayilarinin ortalama ve
standart sapma degerleri (n=8).

Gruplar Hep_Par1 AFP Kaspaz-3 iNOS
Kontrol - - -

UDTE - - - -

DEN 60,17+9,93* 100,54+5,54* 37,8345,42* 41,33+3,01*
DEN+UDTE-1 45,67+ 20,34% 40,3345,16* 21,67+ 5,09 28,3343,72%
DEN+UDTE-2 53,0048,25 29,70+4,02* 18,50+4,59" 25,745,917

*p: Diger gruplara gore anlamli (p=0,001), *p: Kontrol, UDTE ve DEN gruplarma gore anlamli (p=0,001).

4.5.1. Hepatosit spesifik antijen (HSA) / Hepatosit parafin-1 (Hep Par-1)

Tum gruplara ait Hep Par-1 immunohistokimya boyamalar1 incelendi. DEN
grubunda tespit edilen (60,1 + 9,1) Hep Par-1 pozitif hiicre sayisinin ortalama degerinin
DEN + UDTE-1 (45,6 + 20,3) ve DEN+UDTE-2 (53 % 8,2) gruplarina kiyasla daha fazla
oldugu saptand (Sekil 22). Kontrol (Sekil 23) ve UDTE (Sekil 24) gruplarinda herhangi
bir immun pozitif boyanma gdzlenmedi. DEN (Sekil 25), DEN + UDTE-1 (Sekil 26) ve

DEN + UDTE-2 (Sekil 27) gruplarinda hepatosit sitoplazmasinda Hep Par-1 pozitif
immun boyanma gdzlendi.
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Hep Par-1: Boxplot of Kontrol; DEN; UDTE; UDTE-1; UDTE-2
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Sekil 22. Tm gruplara ait ortalama Hep Par-1 pozitif hiicre grafigi.

Sekil 23. Kontrol Grubu; karaciger, Hep Par-1, iHK, Bar=50 um.
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Sekil 24. UDTE Grubu; karaciger, Hep Par-1, THK, Bar=50 pm.

Sekil 25. DEN Grubu; karaciger, Hep Par-1 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.



Sekil 26. DEN+UDTE-1 Grubu; karaciger, Hep Par-1 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 um.

Sekil 27. DEN+UDTE-2 Grubu; karaciger, Hep Par-1 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.



4.5.2. Alfa fetoprotein (AFP)

Tum gruplara ait AFP immunohistokimya boyamalar1 incelendi. DEN grubunda
tespit edilen (100,5 + 5,5) AFP pozitif hiicre sayisinin ortalama degerinin DEN+UDTE-
1 (40,3 = 5,1) ve DEN+UDTE-2 (29,1 + 4) grup degerlerine kiyasla daha fazla oldugu
saptand1 (Sekil 28). Kontrol (Sekil 29) ve UDTE (Sekil 30) gruplarinda herhangi bir
immun pozitif boyanma gézlenmedi. DEN (Sekil 31), DEN + UDTE-1 (Sekil 32) ve DEN
+ UDTE-2 (Sekil 33) gruplarinda hepatosit sitoplazmasinda AFP pozitif immun boyanma

gorulda.

AFP: Boxplot of Kontrol; DEN; UDTE; UDTE-1; UDTE-2
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Sekil 28. TUm gruplara ait ortalama AFP pozitif hiicre grafigi.
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Sekil 29. Kontrol Grubu; karaciger, AFP, THK, Bar=50 pm.

Sekil 30. UDTE Grubu; karaciger, AFP, IHK, Bar=50 pm.



Sekil 31. DEN Grubu; karaciger, oldukga belirgin AFP pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pm.

Sekil 32. DEN+ UDTE-1 Grubu; karaciger, AFP pozitif hiicreler (oklar), iIHK, Bar=50 um.



Sekil 33. DEN+UDTE-2 Grubu; karaciger, AFP pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.

4.5.3. indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)

Tim gruplara ait iINOS immunohistokimya boyamalar1 incelendi. Kontrol (Sekil
35) ve UDTE (Sekil 36) gruplarinda herhangi bir immun pozitif boyanma gézlenmedi.
DEN (Sekil 37), DEN+UDTE-1 (Sekil 38) ve DEN+UDTE-2 (Sekil 39) gruplarinda
Kupffer hucrelerinin sitoplazmasinda iNOS pozitif immun boyanma goézlendi. DEN
grubunda (41,3 £ 3) tespit edilen INOS pozitif hiicre sayisinin ortalama degerinin
DEN+UDTE-1 (28,3 £ 3,7) ve DEN+UDTE-2 (25,7 * 5,9) gruplarina kiyasla daha fazla
oldugu saptandi (Sekil 34).
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inos: Boxplot of Kontrol; DEN; UDTE; UDTE-1; UDTE-2
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Sekil 34. Tiim gruplara ait ortalama iNOS pozitif hiicre grafigi.

Sekil 35. Kontrol grubu, karaciger, iNOS, THK, Bar=50 pm.
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Sekil 36. UDTE grubu, karaciger, iNOS, THK, Bar=50 pm.

Sekil 37. DEN Grubu; karaciger, iNOS pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.



Sekil 38. DEN+ UDTE-1 Grubu; karaciger, iNOS pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pm.

Sekil 39. DEN+UDTE-2 Grubu; karaciger, iNOS pozitif hiicreler (Kupffer), IHK, Bar=50 pm.



4.5.4. Kaspaz-3

Tlm gruplara ait kaspaz-3 immunohistokimya boyamalar1 incelendi. Kontrol
(Sekil 41) ve UDTE (Sekil 42) gruplarinda herhangi bir immun pozitif boyanma
g6zlenmedi. DEN (Sekil 43), DEN+UDTE-1 (Sekil 44) ve DEN+UDTE-2 (Sekil 45)
gruplarinda hepatosit sitoplazmasinda iNOS pozitif immun boyanma goézlendi. DEN
grubunda (37,8 = 5,4) tespit edilen kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinin ortalama degerinin
DEN+UDTE-1 (21,6 + 5) ve DEN+UDTE-2 (18,5  4,5) gruplarina kiyasla daha fazla
oldugu saptand1 (Sekil 40).

Kaspaz-3: Boxplot of Kontrol; DEN; UDTE; UDTE-1; UDTE-2
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Sekil 40. TUm gruplara ait ortalama kaspaz-3 pozitif hiicre grafigi.
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Sekil 41. Kontrol grubu, karaciger, kaspaz-3, IHK, Bar=50 pm.

Sekil 42. UDTE grubu, karaciger, kaspaz-3, THK, Bar=50 um.



Sekil 43. DEN Grubu; karaciger, kaspaz-3 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.

Sekil 44. DEN+UDTE-1 Grubu; karaciger, kaspaz-3 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pum.



Sekil 45. DEN+UDTE-2 Grubu; karaciger, kaspaz-3 pozitif hiicreler, IHK, Bar=50 pm.

4.5.5. Ki-67

Tum gruplara ait Ki-67 immunohistokimya boyamalar1 incelendi. Butln

gruplarda herhangi bir immun pozitif boyanma gdzlenmedi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hepatoselltler karsinom (HSK); dinya genelinde ciddiyetini koruyan, 6lim
oranlarmin ve sayisinin fazla oldugu bir kanser ¢esididir (Shirakami ve ark., 2012).
Hepatit B ve C viral enfeksiyonlari, postnekrotik sirozlar, kronik alkol tiiketimi, sigara
kullanimi, diabetes mellitus, aflatoksinlere maruziyet, obezite ve nitrozaminler grubu
kimyasallar HSK riskini artrrmaktadir (Bruix ve Sherman, 2005; Bishayee ve ark., 2010;
Ferrell ve Kakar, 2011).

Giliniimiizde insanoglu siirekli olarak kimyasallara ve ksenobiyotiklere (steroidler,
eikosanoidler, farmasotikler, bocek ilaglari, ¢esitli kirleticiler ve kanserojenler) maruz
kalmaktadir. Karsinojenik, teratojenik, toksik ve mutajenik etkilere sahip olan
nitrozaminler; gida maddelerinde, ilaglarda, kozmetik iirlinlerde, pestisitlerde, kozmetik
irinlerde, sigara ve sigara dumaninda bulunmaktadir (Rostkowska ve ark., 1998;

Kujawska ve ark., 2011; Subramaniyan ve ark., 2014).

Urtica dioica; antiinflamatuar, antimikrobiyal, antitoksik, antioksidan,
hepatoprotektif, antidiyabetik ve hipoglisemik gibi 6zelliklere sahip olan ve diinyada

alternatif tipta yaygin olarak kullanilan bir bitkidir (Gulgin ve ark., 2004).

Viicutta bazi1 doku ve organlarda bulunan alaninaminotransferaz (ALT), aspartat-
transaminaz (AST) ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin aktivitelerindeki
degisiklik hiicre proliferasyonlarin1 ve hasarlarini1 yorumlamada 6nemli bir parametredir
(Jaruga ve ark., 2001). AST enzimi basta karaciger ve bobrek olmak {izere beyin, akciger,
iskelet kasi, kalp kas1 ve pankreas gibi organlarda, hiicrenin hem sitoplazmasinda hem de
mitokondrisinde bulunmaktadir. ALT ve AST enzimlerinin serum aktiviteleri
bulunduklar1 doku ve organlarin hasar almasi durumunda artmaktadir. LDH enzimi ise
hemen hemen vicuttaki tum dokularda mevcuttur. Laktat Gretimini katalize eden ve
glikolizin anahtar enzimi olan LDH’1n bes izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan LDHS
enzimi karacigerde c¢ok fazla oranda bulunmaktadirr (Biiyiikbas ve Inal, 2006).
Aminotransferazlar karaciger hastaliklarinin teshisinde sik kullanilan enzimlerdir. Bu
enzimler, karacigerde herhangi bir nedenle meydana gelen yangisal siiregte hiicrelerden

plazmaya gecerler ve serumdaki seviyelerinde artis olmaktadir (Ajith ve Janardhanan,
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2006). Ayni sekilde LDH da karaciger hasarlarinda kana gegerek serumdaki miktarinda
artiy meydana gelmektedir (Chu ve ark., 2005).

Birgok arastirmaci; ratlarda ya sadece DEN ya da DEN ile birlikte bir promotor
ajan kullanarak olusturdugu hepatotoksik etki ve hepatoselliiler karsinoma ¢aligmalarinda
serumdan ALT, AST ve LDH seviyelerini analiz etmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda; DEN
veya DEN ve promotdr verilen ratlarin serumlarinda ALT, AST ve LDH enzim
seviyelerinde artis meydana geldigi bildirilmistir. Bu enzimlerin diizeylerindeki artis;
karaciger dokusunda meydana gelen hasar sonucu serbest radikal {iretiminin artmasi ile
hiicrelerin membran biitiinliigii bozularak bu enzimlerin sistemik sirkiilasyona ge¢mesi
olarak yorumlanmistir (Shaarawy ve ark., 2009; Taha ve ark., 2010; El Mesallamy ve
ark., 2011; Jahan ve ark., 2011; Sun ve ark., 2012; Karakurt, 2018). Ratlarda CCl, ile
olusturulan karaciger hasarina karsi kullanilan Urtica dioica ekstraktinin lipid
peroksidasyonu, karaciger enzimlerinden AST ve ALT’yi 6nemli derecede azalttigi
bildirilmistir (Kanter ve ark., 2005). Yapilan baska bir ¢alismada Urtica dioica 'nin AST,
ALT ve LDH’1 olumlu yonde diizenledigi vurgulanmistir (Oto, 2007).

Yaptigimiz bu c¢alismada; DEN grubundaki ratlarda AST, ALT ve LDH
diizeylerinin kontrol grubundaki ratlara gore yliksek oldugu gorilmiistir. UDTE
grubundaki ratlarda kontrol grubu ratlaria gére daha diisiik diizeyde olan bu enzimler,
DEN ile birlikte UDTE verilen ratlarda ise DEN grubundaki ratlara gore diisiik diizeyde
kaldig1 gorilmiistir. DEN grubunda AST, ALT ve LDH aktivitelerinin diger biitiin
gruplardan daha yiiksek olmasi, DEN’in karaciger harabiyeti olusturdugunu
gostermektedir. UDTE grubunda AST, ALT ve LDH aktivitelerinin hem kontrol hem de
diger gruplardan daha diisiik olmasi ve ayrica DEN ile birlikte UDTE verilen gruplarda
AST, ALT ve LDH aktivitelerinin DEN grubuna gore diisiik olmast UDTE nin karaciger

harabiyetini 6nledigine gii¢lii bir sekilde isaret etmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikalleri metabolize ederek veya olusumunu 6nleyerek
hiicresel redoks homeostazimn1 koruyan maddelerdir (Poprac ve ark., 2017). Siiperoksit
dismutaz (SOD), sliperoksit oksijen radikalini kullanarak hidrojen peroksite ¢eviren bir
enzimdir. SOD, hicrelerdeki superoksit seviyesini dengede tutar ve lipit
peroksidasyonunu inhibe ederek oksidatif strese karsi savunma olusturur (Gitto ve ark.,

2009). SOD reaksiyonu sonucunda olusan hidrojen peroksit, katalaz araciligi ile viicutta
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birikmesi engellenir. Dolayisiyla SOD enzimi ile katalaz enziminin beraber incelenmesi
daha saglikli olacagi belirtilmistir (Stileyman ve ark., 2018). SOD’un hiicre dis1 aktivitesi
diistiktiir ve fazla oksijen kullanan dokularda aktivitesi fazladir. Bu enzimin karaciger
hasarlarinda serbest radikal artisina karsit koruyucu bir rol iistlendigi bildirilmektedir
(Suleyman ve ark., 2018). Katalaz (CAT), SOD enziminin aktivasyonu sonucu olusan
toksik hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. CAT 6zellikle karaciger, bobrek, kan,
kemik iligi ve miikoz membranlarda bulunur ve oksidatif strese karsi hiicreyi
korumaktadir (Scandalios, 2002). Glutatyon (GSH), karaciger hiicrelerinde redoks
durumunu belirleyen hicre ici bir enzimdir. GSH metabolik regilator olarak ve
detoksifikasyonda onemli islevleri olan bir antioksidan metabolittir (Gressner ve
Gressner, 2019). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumlu enzimdir. Oksidatif strese kars1 gii¢lii bir antioksidan olan GSH-Px, solunum
patlamasi silirecinde serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormelerini engelleyen bir enzimdir. Bu enzimin aktivasyonunda azalma meydana
geldiginde, hidrojen peroksit artar ve siddetli bir hiicre hasarina neden olur (Akkus,
2005). Total antioksidan statiiniin (TAS) belirlenmesi antioksidanlarin tek tek
Olciminden daha belirleyicidir. Askorbik asit, Urik asit ve albimin plazmadaki total
antioksidan kapasitenin %85’ini olusturmaktadir. TAS, genel antioksidan durumunu
belirlemek icin, ayn1 sekilde total oksidan statii (TOS) de vicudun genel oksidasyon
durumunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Hubel, 1999). Malondialdehid (MDA), lipid
peroksitlerin aldehid formudur. Arasidonik asidin (doymamis bir omega-6 yag asidi)
oksijenasyonu veya poliansature yag asitlerinin enzimatik olmayan oksidatif yikimi ile
aciga ¢ikmaktadir (Bianchi ve ark., 1997). MDA, mutajenik ve karsinojenik 6zelliklere
sahiptir. MDA’nin belirlenmesi; oksidatif stresin seviyesini, hicresel hasar ve lipid
peroksidasyonun durumu hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamaktadir (Bianchi ve ark.,
1997).

DEN’in farkl siirelerde ve dozlarda uygulanmasiyla yapilan birgok c¢aligmada;
karaciger hasarinda antioksidan kapasite, oksidatif stres, bazi antioksidan enzim ve
protein seviyeleri ile lipid peroksidasyonunu yorumlamak icin SOD, CAT, GSH, GSH-
Px, TAS, TOS ve MDA degerleri incelenmistir. Kan ve karaciger dokusunda prooksidan
durumu gosteren MDA seviyesinde artis (Al-Rejaie ve ark., 2009; Janani ve ark., 2010;
Sayed-Ahmed ve ark., 2010) oldugu goriilmiistiir. Antioksidan kapasiteyi belirlemek
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amaciyla GSH (Ramakrishnan ve ark., 2006; Sayed-Ahmed ve ark., 2010), SOD
(Ramakrishnan ve ark., 2006; Janani ve ark., 2010; Amin ve ark., 2011), CAT (Al-Rejaie
ve ark., 2009; Janani ve ark., 2010; Amin ve ark., 2011) ve GSH-Px (Ramakrishnan ve
ark., 2006; Sayed-Ahmed ve ark., 2010) aktiviteleri incelenmistir. Arastiricilar, DEN’in
antioksidan sistemde baskilanmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Karakurt’un (2018)
yaptig1 calismada, DEN verilen ratlarda TOS seviyesinin kayda deger olglide arttigi
belirtilmistir. TOS seviyesinin artmasini, DEN metabolizmasi sonucunda reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) artis1 sebebiyle olusan oksidatif strese bagli oldugu belirtilmistir.

Cesitli galismalarda Urtica dioica’nin giiglii antioksidan 6zelliklerine dikkat
cekilmistir. Ratlara CCls verilerek olusturulan karaciger hasarina karsi Urtica dioica
ekstratinin GSH ve CAT aktivelerini arttirdigi bildirilmistir (Joshi ve ark., 2015). Ratlarda
doksorubisin verilerek olusturulan karaciger hasarma kars1 kullanilan Urtica dioica’nin
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitlerini dnemli derecede artirdig1 kaydedilmistir (Erboga ve
ark., 2016). Aflatoksin uygulamasi ile birlikte verilen Urtica dioica’nin, rat
karacigerlerinde GSH diizeyi ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde olumlu yonde
degisikliklere neden oldugu vurgulanmistir (Yener ve ark., 2009). Yapilan baska bir
caligmada ise ratlara, CCly ile Urtica dioica ekstrakti verildiginde, sadece CCls verilen
gruba kiyasla TAS diizeylerinin arttig1 ve TOS diizeylerinin azaldig1 bildirilmistir (Bitiren
ve ark., 2010). Yapilan diger ¢alismalarda da Urtica dioica’nin MDA diizeyini olumlu
yonde etkiledigi bildirilmistir (Kanter ve ark., 2005; Geng, 2009).

Yaptigimiz bu ¢alismada hem serumda hem de karaciger dokusunda SOD, CAT,
GSH, GSH-Px, TAS, TOS ve MDA degerleri analiz edilmistir. Karacigerde kanseri
indiiklemek i¢in kullanilan DEN hem karaciger hem de serum 6rneklerinde TAS, GSH,
CAT, SOD ve GSH-Px diizeylerini azaltmis ve TOS ve MDA seviyelerini ise aktive
etmistir. Ancak DEN ile birlikte kullanilan UDTE, antioksidan kapasiteyi artrmis ve
oksidatif stresi ise baskilayabilecegini gdstermistir. Bu sonuglar, DEN’nin antioksidan
kapasiteyi azalttigin1 ve oksidatif stresi artirdigini, ancak DEN ile birlikte UDTE
kullanimmin antioksidan GSH, CAT, SOD ve GSH-Px seviyelerini attirarak oksidatif

stresi azaltilabilecegini gostermistir.

Tumor belirtegleri kanser hiicreleri tarafindan sentezlenen maddelerdir.

Bunlardan CA 15-3, CA 125-11, CA 19-9, CEA ve AFP gibi belirtecler, kanserli hastalara
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verilen ilacin tedavi tepkisini yorumlamada ve hastaligin siirecini belirlemede yaygin

olarak kullanilmaktadir (Sarandakou ve ark., 2007).

Karbohidrat antijeni 15-3 (Ca-15-3), meme epitelyumunda bulunur. Ca-15-3
episialin olarak da bilinir ve yiiksek molekiiler agirlikli glikoprotein yapisinda polimorfik
bir epitelyal masindir. Ca-15-3; meme tiimorlerinde, karaciger, pankreas, kolorektal ve
akciger kanseri hastalarinda artmaktadir. Ca-15-3 gebelik ve laktasyon déneminde kan

seviyesini etkilemez (Tatar, 1997).

Karbohidrat antijeni 125-11 (Ca-125-11); OC 125 isimli monoklonal antikor
ozelliginde bir glikoproteindir. Ca-125 molekiilii karmasik yapilidir. Ca-125 misinlerden
daha az miktarda karbohidrat igerir. 7./5/ Ca-125 serumdaki seviyesi; karaciger (%40-
70), pankreas (%45-60), biliyer sistem (%35-46) ve kolorektal (%23) kanseri olgularinda
artmaktadir (Jacobs ve Bast, 1997). Ca-125 ayrica, kronik aktif hepatit ve karaciger
sirozunda serumdaki seviyesi artmaktadir. Ca-1211’nin antijenik yapist glikoproteindir.
Karaciger, dolasimdaki glikoproteinlerin biiyiik kismini1 metabolize eder. Dolayisiyla Ca-
125’in karaciger hastaliklarindaki yiikselmesinin nedeni; Ca-125-11’nin karacigerden
metabolizma eliminasyonunun azalmasi olarak yorumlanmaktadir (Crvickshank ve ark.,

1997).

Karbohidrat antijeni 19-9 (Ca-19-9); serumda, karbonhidrattan zengin bir misin
olarak bulunur. Gastrointestinal sistem ve adeno kanserli hastalarda tami ve tedavi
amaciyla yapilan ¢alismalarda pankreas kanserinde yiiksek oranda (%71-93) tespit
edilmistir. Ayrica biliyer kanserlerde %70-90’inda, mide ve kolorektal kanserlerde ise
%20-40’1inda yiikseldigi goriilmistiir (Koprowski ve ark., 1981). Ca-19-9, kanserli
vakalar haricinde hepatitis, pankreatitis, pndmoni, pulmoner fibrozis, endometriozis gibi
durumlarda serum seviyeleri yiikselebildigi bildirilmistir (Goonetilleke ve Siriwardena,
2007).

Alfa fetoprotein (AFP); fetal dokuda yiiksek oranda bulunan ve %95°1 protein,
%S35°1 ise karbonhidrattan olusmus bir glikoproteindir. AFP, gebeligin 12-15. haftalarinda
pik yapan, 16. haftadan sonra seviyesi giderek azalan ve saglikli bireylerde hayatmmn 1.
yilindan sonra serumda gozlenmeyebilir. AFP; HSK, terato karsinomlarinda, testis ve

overin tiimorlerinde %75 oraninda yiiksektir (Mitry ve ark., 2005). Hepatoselliler
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kanserlerde erken evrelerde AFP yikselir ve sensitivitesi %70-90’dir. Hepatoselliiler

kanserde en iyi timor belirleyicisidir (Bergstrand, 1957).

Karsinoembriyonik antijen (CEA); gebeligin ilk alt1 ayma kadar fetusiin
karaciger, bargirsak ve pankreasinda bulunan bir fetal glikoproteindir (Mitry ve ark.,
2005). CEA ¢ok sik olarak arastirilan ve en ¢ok kullanilan tiimér belirtecleridir (Antony
ve ark., 2000). Kolorektal karsinomlarin %90’inda yiiksek seviyede bulunur (Marchand,
1999). CEA; hepatitis, alkolik siroz, benign prostat hipertrofisi, obstriiktif sarilik ve
tilseratif kolit gibi hastaliklarda da yiikseldigi belirlenmistir (Humphrey, 1989).

Ratlarda DEN ile olusturulan HSK c¢aligmasinda karacigerde AFP ve CEA
belirteclerinde artis meydana geldigi bildirilmistir (Priya ve ark., 2018). HSK ile
muzdarip insanlardan doku serum ¢aligmalar1 sonucunda CA 15-3, CA 125-11, CA 19-9,
CEA ve AFP kanser belirteclerinde yiikselme kaydedildigi tespit edilmistir (He ve ark.,
2013; Kuang ve ark., 2018; Abdelgawad, 2019). Yaptigimiz bu ¢alismada, serumdan
yapilan analizlerde; DEN ile birlikte UDTE kullanilan gruplarda DEN grubuna gore, AFP
ve CEA degerleri kismen diismiis olsa da sonuglar anlamli degildi. Fakat DEN ile birlikte
UDTE verilen gruplarda kanser belirteclerinden 6zellikle CA 15-3, CA 19-9 ve CA 125-
IT aktivitelerinin DEN grubuna gére oldukga diisiik olmasi, DEN’nin kanser belirteclerini

indikleyici etkisini UDTE’nin baskilayabilecegini gostermektedir.

Cok hiicreli organizmalarda homeostazin diizenlenmesi, apoptozis ve yeni
hicrelerin proliferasyonu arasindaki dengenin kontrollii bir sekilde yiiriitiilmesiyle
olabilmektedir (Messmer ve Pfeilschifter, 2000). Apoptozun hiicrelerde indliklenmesi ya
hiicre disindan gelen uyaricilar (TNFR-1, Fas) veya hiicre i¢inden gelen uyarilar (Bcl-2
ailesi, p53 geninin aktivasyonu, kalsiyum miktarindaki artis, sitokinler, viral-bakteriyel

enfeksiyonlar ve onkojenler) ile olmaktadir (Kumar ve ark., 2005).

Apoptozun baslamasinda mitokondrinin aktivasyonuna neden olan en onemli
faktor Bcl-2 ailesidir. Bcl-2 ailesinin mitokondriyi aktive etmesi, iki farkli sekilde
sonuglanir. Ya sitoplazmaya sitokrom ¢’nin salinimi gergeklesir ve apoptoz baslar ya da
sitoplazmaya sitokrom c¢’nin salinimi1 baskilanir ve apoptozis inhibe edilir (Fan ve ark.,
2005). Yani Bcl-2 proteinlerinin bazilar1 (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bid gibi) pro-
apoptotiktir. Bazilar1 ise anti-apoptotiktir (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-1 gibi). Eger pro-apoptotik

proteinleri, anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese ederse huicreler apoptozise gecger
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veya tam tersi ekspresyon durumunda, hiicreler apoptozise daha direncli olur (Alnemri
ve ark., 1996). Hiicrede hasar meydana geldiginde sitozolde bulunan pro-apoptotik Bcl-
2 proteinleri, mitokondri yizeyinde bulunan anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine dogru
giderek etkilesime girerler. Bunun sonucunda mitokondride porlar olusarak sitokrom-c
ve Bcl-2 proteinleri zarlar arasindan disar1 ¢ikar. Boylece apoptoz baslar ve kaspaz

kaskadi aktive olur (Fan ve ark., 2005).

Kaspazlarin bu sekilde aktive olmalarina mitokondriyal yolak veya intrinsik yolak
ta denilmektedir. Ayrica kaspazlar hiicre disindan gelen uyarimlar ile de aktive olurlar ve
buna ekstrinsik yolak (Oliim Reseptorii Yolu) denilmektedir. Baslatic1 kaspazlar (2, 8, 9,
10) 6lum sinyallerini efektor kaspazlara (3, 6, 7) ileterek hiicresel substratlar1 kirarak
apoptotik morfolojinin meydana gelmesini saglamaktadirlar (Alnemri ve ark., 1996).
Efektor kaspazlarindan biri olan kaspaz-3, apoptotik uyar1 geldigi zaman proteolitik
yikima ugrar ve iki tiniteye ayrilir. Bu reaksiyon sonucunda aktif duruma gecgen kaspaz-

3 apoptoz mekanizmasinda gorevini yiiriitiir (D’ Amelio ve ark., 2012).

Ratlarda yapilan ¢alismalarda, DEN ile olusturulan HSK*larda, apoptotiklerden
kaspaz-3 seviyesinin arttig1 ve anti apoptotiklerden ise total Bcl-2 seviyesinin azaldigi
tespit edilmistir (Moreira ve ark., 2015; Ahmed ve ark., 2018; Badr ve ark., 2020).
Yaptigimiz bu ¢calismada, serumdan elde ettigimiz sonuglar, DEN’nin 6zellikle kaspaz-3
seviyelerini 6nemli Olglide artirdigin1 ortaya koymustur. Ancak DEN ile beraber
kullanilan UDTE’nin; DEN tarafindan indiiklenen kaspaz-3 seviyelerini baskiladigini,
BcL-2 seviyelerini ise anlamli olmasa da total olarak onemli Glgiide restore ettigini

gostermistir.

Hepatoselller karsinom (HSK), erken HSK ve ilerlemis HSK olarak
smiflandirilmistir. Erken HSK; iyi diferansiye, 2 cm’den kicuk displazik noduller,
kenarlar1 kiitlesmis ve belirsiz nodiiler tipte olmak {iizere ii¢ kisma ayrilmustir. lerlemis
HSK ise boyutlar1 2 cm’den bilylk displazik odaklar ve 2 cm’den kiigiik belirgin noduler
tipte odaklar olmak {izere iki kisma ayrilmistir (WHO, 2010). Belirsiz noduler tipteki
HSK'larin sirozda daha sik goriildigi, genellikle daha kiglk oldugu, c¢ok nadir
intrahepatik metastaz yaptigi belirtilmektedir. Ilerlemis HSK, makroskobik olarak
nodiiler, masif ve yaygin olmak iizere ii¢ sekilde siniflandirilmistir. Noddler tip; tek veya

birden fazla nodiilden olusabilir. Tek nodiller genellikle kapstlludur ve birincil nodilin
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cevresinde ekstrakapstiler biytime gosterebilir. Multinodiiler tip; degisen miktarda kiigiik
nodullerin bir araya gelmesidir. Masif tip; diizensiz sinirlar1 olan biiyiik bir tiimér olarak
tanimlanir. Bu morfolojik gortntm, ileri evre noduler HKS'larda da gordlebilir. Yaygin
tipte ise bir karaciger lobunda veya tiim organda bir¢ok kii¢iik nodiile sahip oldugu tarif

edilmektedir (Kojiro, 2009).

HSK'da en yaygin kullanilan derecelendirme sistemi; 4-6lcekli Edmondson ve
Steiner sistemidir. 1. derece timdrler; normal karaciger dokusundan neredeyse ayirt
edilemeyen minimal niikleer diizensizlige sahip bol sitoplazmali ve trabekiil diizenli
kiiciik tiimor hiicrelerinden olusur. 2. derece tiimorler; belirgin niikleollere,
hiperkromatizme ve niikleer diizensizlige sahiptir. 3. derece tlimorler; 1. derece'den daha
fazla pleomorfizm gosterir ve agili ¢ekirdege sahiptir. 4. derece tiimérler ise belirgin

pleomorfizme ve siklikla anaplastik dev hiicrelere sahiptir (Edmondson ve Steiner, 1954).

HSK'un klasik histomorfolojik ozellikleri; genis trabekiiller, belirgin asiner
patern, kiiclk hiicre degisiklikleri, sitolojik atipi, mitotik aktivite, vaskiiler invazyon,
Kupffer hiicrelerinin yoklugu ve retikiilin agmin kaybi1 seklinde kaydedilmisitir
(Shafzadeh ve Kakar, 2011). En yaygin histolojik biiyiime paternleri; normal karaciger
dokusuna benzeyen trabekiiller, olas1 safra veya fibrin igerigine sahip
psodoglandiiler/asiner ve kompakt/kat1 patern oldugu belirtilmistir. Safra Uretiminin de
siklikla gozlendigi, tumor hucrelerinin icinde Mallory cisimleri ve soluk cisimlerin de
bulunabildigi bildirilmistir (WHO, 2010).

HSK’un deneysel olarak fare ve ratlarda indiiklenmesi ve olusturulmasinda DEN
model olarak kullanilmaktadir. Ratlarda farkli doz ve siirelerde DEN ile olusturulan
karaciger hasar1 ve hepatoselliiler karsinom siireglerinde bir¢ok arastirict farkli lezyonlar
kaydetmislerdir. Bu c¢aligmalarda siklikla tespit edilen histopatolojik degisiklikler,
hepatositlerde hidropik dejenerasyon (Bingul, 2011; Usama ve ark., 2015; Hala ve ark.,
2017; Pranesh ve ark., 2017), multifokal nekroz alanlar1 (Bingil, 2011; Tekin, 2013;
Kaiser ve ark., 2015; Usama ve ark., 2015; Abdelgawad ve ark., 2019), inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (Hala ve ark., 2017; James ve ark., 2018; Ozeren, 2018; Abdelgawad ve
ark., 2019), fokal hemorajik alanlar (Karakurt, 2018; Abdelgawad ve ark., 2019),
makrovezikiiler yaglanma (Usama ve ark., 2015); sintizoidlerde dilatasyon (Anuradha ve
ark., 2006; Yuta ve ark., 2013; Kaiser ve ark., 2015; Usama ve ark., 2015; Ozeren, 2018),
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safra kanallar1 hiperplazisi (Usama ve ark., 2015; Karakurt, 2018), fibrozis (James ve
ark., 2018; Rajeev ve ark., 2018), seffaf sitoplazmali hiicreler (Usama ve ark., 2015; Hala
ve ark., 2017; Karakurt, 2018), hiperkromazi (Anuradha ve ark., 2006; Yuta ve ark.,
2013), hiyalin globulleri (Karakurt, 2018), mitotik figlrler (Usama ve ark., 2015;
Karakurt, 2018), Kupffer hiicreleri hiperplazisi (Usama ve ark., 2015; Pranesh ve ark.,
2017), hiicrelerde atipi (Hala ve ark., 2017; Karakurt, 2018), karyomegali (Ustiiner,
2006), preneoplastik odaklar (Ustiiner, 2006; Tekin, 2013; Usama ve ark., 2015;
Guilherme ve ark., 2017), apoptoz (Anuradha ve ark., 2006; Yuta ve ark., 2013; Karakurt,
2018) ve trabekiiler yapilar oldugu bildirilmistir (Guilherme ve ark., 2017; Karakurt,
2018).

Ratlara tek doz olarak i.p. 200 mg/kg DEN verildikten 2 hafta sonra da haftada iki
kez 3 hafta boyunca TAA 200 mg/kg uygulamasi yapilip 6 haftalik deneme sonunda
nekropsi edilen ratlarin karacigerlerinde makroskobik olarak nodiiler yapilarin olustugu
goriilmistiir (Guilherme ve ark., 2017). Baska bir ¢calismada; ratlara tek doz olarak 200
mg/kg DEN i.p. verildikten 2 hafta sonra da 6 hafta boyunca her giin sularma TAA
katilarak yapilan uygulamada karacigerlerde tiimoral odak olustugu bildirilmistir
(Anuradha ve ark., 2006). 2 haftalik farelere DEN (5 mg/kg, i.p.) uygulamasindan 44 hafta
sonra yapilan nekropsilerinde makroskobik olarak multiple tiimor odaklar1 (hepatoselliiler
adenom ve iyi diferansiye HKS 6zelliklerine sahip hepatom) tespit edilmistir (Xi ve ark.,
2015). 150 gr agirhgindaki ratlara haftada 1 kez olmak (zere 3 hafta boyunca 100 mg/kg
dozunda DEN verilmistir. 1 hafta sonra da haftada iki kez 2 ml/kg dozunda 8 hafta boyunca
CCls uygulamasi yapilarak 2 hafta araliklarla nekropsileri yapilmistir. Bu ratlarm
karacigerlerinde makroskobik lezyonlar sirasiyla diffuz, multi nodiiler ve massive olarak
tespit edilmistir (Anindita ve ark., 2018). Ratlara 50 mg/kg dozunda DEN haftada bir kez
olmak iizere 20 hafta boyunca intra peritoneal olarak uygulanmis, makroskobik olarak da
karacigerlerin ylizeyinde multifokal, degisik caplarda (3-4 mm), gri-sar1 renkli yumusak
kivamda nodiiller gozlenmistir (Karakurt, 2018).

Sunulan bu ¢alismamizda; ratlara tek doz 200 mg/kg DEN i.p. olarak verildikten
16 hafta sonra ratlarmmn nekropsileri gerceklestirilmistir. Bu ratlarin karacigerlerinin
makroskobik olarak kontrol grubuna nazaran kismen daha biiyiik, kenarlar1 kiitlesmis,
daha koyu renkte ve yuzeylerinin diffiz olarak ince graniler bir gérinimde olduklar

dikkati ¢ekmistir. Ancak karacigerlerde makroskobik nodiiler tiimoral lezyonlara ve
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mikroskobik olarak ta timoral hiicre proliferasyonlarma rastlanmamustir. Bununla
birlikte, hepatoselliiler karsinomlarin histolojik prokiirsorleri olarak kabul edilen biiyiik
ve kiiglik hiicre degisimleri ile karakterize displazik hepatositlerden olusan odaklar
yaygin olarak goriilmiistiir. Karacigerlerde tiimoral lezyonlarm olusmamasi,
calismamizda ratlara verilen DEN’in dozu ve deneme siresi ile ilgili oldugu

distiiniilmektedir.

Caligmamizda gozlenen histolojik morfolojik degisikliklerden; buyik ve kiguk
hiicre degisimleri ile karakterize displazik hepatositlerden olusan odaklar, diger
aragtiricilarin (Ustiiner, 2006; Tekin, 2013; Usama ve ark., 2015; Guilherme ve ark., 2017)
bulgulariyla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica 6zellikle DEN grubunda tespit
edilen; hepatositlerde hidropik dejenerasyon (Bingil, 2011; Usama ve ark., 2015; Hala ve
ark., 2017; Pranesh ve ark., 2017), inflamatuar hicre infiltrasyonu (Hala ve ark., 2017;
James ve ark., 2018; Ozeren, 2018; Abdelgawad ve ark., 2019), makrovezikiiler yaglanma
(Usama ve ark., 2015); sinuzoidlerde dilatasyon (Anuradha ve ark., 2006; Yuta ve ark.,
2013; Kaiser ve ark., 2015; Usama ve ark., 2015; Ozeren, 2018), safra kanallar1 hiperplazisi
(Usama ve ark., 2015; Karakurt, 2018), fibrozis (James ve ark., 2018; Rajeev ve ark., 2018),
Kupffer hicreleri hiperplazisi (Usama ve ark., 2015; Pranesh ve ark., 2017) ve hiyalin
globlleri (Karakurt, 2018) arastiricilarinki ile ayn1 oldugu dikkati ¢ekmistir.

Calismamizda DEN grubunda, mikroskobik olarak karaciger parankiminde
degisen genisliklerde hidropik dejenerasyon odaklarina rastlandi. Vena sentralislerin
cevresinde ve portal bdlgelerde bag doku artis1 (fibrozis) saptandi. Bazen portal ve
periasiner fibrozis bolgelerinden, karaciger kapsulasina kadar uzanan ince fibroz bantlar
goriildii. Fibroz bantlarin ulastig1 karaciger kapsulasinda hafif ya da belirgin olabilen
cokuntiler gozlendi. DEN Grubunda makroskobik olarak dikkati ¢ceken karacigerlerin
daha buyik, kenarlarinin kiitlesmis ve ylzeylerinin ince granller bir gdérinimde
olmasinin; yukarida bahsedilen mikroskobik degisiklikler (dejeneratif-nekrotik) ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica 6zellikle dejenerasyon alanlarinda, portal ve periasiner
fibrozis alanlarinda gozlenen kolestazisin de yine karaciger parankiminde meydan gelen
dejeneratif-fibrotik degisiklikler nedeniyle ortaya ¢ikan safra akisinin engellenmesiyle

ilgili oldugu diistiniilmektedir.
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Hepatosit spesifik antijen (HSA); hepatosit parafin 1 (Hep Par-1) olarak da bilinen
ve hepatoselliler karsinomlar igin spesifik bir monoklonal antikordur. Hep Par-1,
karacigerde mitokondride bulunur (Wennerberg ve ark., 1993). Hep Par-1 ekspresyonu
az differansiye HSK’larda genelde fokal olarak goriilmekte ve ayni tiimor dokusunda
heterojen dagilim gosterebilmektedir (Lamps ve Folpe, 2003). Hep Par-1, hepatoselluler
karsinomu, intrahepatik kolanjiyokarsinom ve metastatik karsinomlardan ayirt etmek ic¢in
yaygin olarak kullanilmistir (Wee, 2006; Kakar ve ark., 2007). Son zamanlarda Hep Par-
1 normal ince bagirsak epitelinde, bagirsak metaplazisinde ve kronik gastritte
bulunmustur. Ayrica mide, yumurtalik, adrenal korteks, akciger, endoserviks, pankreas
ve meme adenokarsinomlarinda da eksprese oldugu saptanmustir (Villari ve ark., 2002;
Chu ve ark., 2003; Lugli ve ark., 2007). Hep Par-1, hepatositlerde intrasitoplazmik,
belirgin ve graniiler boyanma gosterdigi bildirilmistir (\Wennerberg ve ark., 1993).
Yapilan arastirmalarda, HSK’larda %95 oranina varan Hep Par-1 imminreaksiyonu tespit
edilmistir (Wennerberg ve ark., 1993; Leong ve ark., 1998). Farkli bir arastirmada,;
HSK’larin %92’sinde Hep Par-1 ekspresyonu tespit edilmistir. Ayrica niikleer grade 1 ve
2 tumarlerde %100, grade 3 timorlerde %84 ve grade 4 tumarlerde ise %50 ekspresyon
kaydedilmistir (Chu ve ark., 2003).

Yaptigimiz ¢alismada, Hep Par-1 immunohistokimya boyamada kontrol ve UDTE
gruplarinda boyanma gozlenmedi. DEN grubunda 6zellikle vena sentralisin ¢cevresindeki
hepatositlerde olmak {izere intrasitoplazmik yogun boyanma gozlendi. DEN ile birlikte
Urtica dioica ekstresi verilen gruplarda ise Hep Par-1 pozitif hiicre sayis1 daha diisiik

oldugu tespit edildi.

DEN; karacigerde vena sentralislerim ¢evresindeki hepatositlerde daha yogun
olarak bulunan sitokrom P-450 izoenzimleri tarafindan hidroksilasyon ve alkilasyon
mekanizmasiyla aktif hale getirilmektedir. Bu aktivasyon sonucunda olusan etil
radikalleri, karsinojenez surecinin stimdlatorleridir (Janani ve ark., 2010). Biyoaktif hale
gelen DEN’in, DNA ile reaksiyona girerek promutajenik urtnleri olusturdugu, bu ara
urinlerinin de DNA baz yapilarinda etilasyona sebep olarak mutasyonlara, tumor
stpresor genlerin inhibisyonuna ve proto-onkogenlerin ise aktivasyonuna sebep
olabildigi belirtilmektedir. Dolayisiyla bu reaksiyonlar sonucunda DNA’da zincir

kiriklari, depiirinasyon, hasar ve kodlayic1 gen dizilerinde bozulmalar meydana geldigi,
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bu degisikliklerin sonucunda da hepatoselliler karsinomun olusabildigi ileri
strtulmektedir (Matsuda ve ark., 2005; Janani ve ark., 2010).

AFP, HSK tanisinda en yaygin olarak kullanilan bir belirtecidir. AFP; fetal
hlcrelerde, hasara ugrayan ve rejenere olan hepatositlerde, hepatomlarda ve germ hiicre
kanserlerinde Uretilen bir a1-globdlindir. Hepatitis sonucunda karacigerde meydana gelen
rejenerasyonun bir belirtecidir. AFP, fibrozis ile de iliskilidir. Bu iliski, karacigerin
periportal alaninda aciga ¢ikan ve karaciger rejenerasyonundan sorumlu olan hepatik
progenitor hiicrelerin yiiksek diizeyde AFP olusturmasiyla yorumlanmustir. Ayrica bu
hicreler, fibrozis sirecinden sorumlu olan y:ldiz (Kupffer) hiicrelerinin aktivasyonu ile
baglantilidir (Abdoul ve ark., 2008). Diger taraftan, AFP’nin onkogenlerin
ekspresyonununda da etkili oldugu bilinmektedir. Ratlarda DEN ile indiiklenen karaciger
hasar1 ve hepatoselliiler karsinomlarinda, AFP’nin immunohistokimyasal ydntemle
degerlendirildigi calismalarda DEN’in AFP ekspresyonunu artirdig: bildirilmistir (Xi ve
ark., 2015; Aditya ve ark., 2016).

Yaptigimiz ¢alismada, displazik hepatositlerin 6zellikle vena sentralislerin
(periasiner) gevresinde yogunlastigi dikkati ¢ekmistir. Ayrica immunohistokimyasal
yontem ile AFP ekspresyonunun da DEN grubunda 6zellikle periasiner hepatositlerde
daha yogun oldugu tespit edildi. DEN ile birlikte Urtica dioica ekstresi verilen gruplarda
ise DEN grubuna gore oldukca diisiik diizeylerde boyanma gézlendigi dikkati ¢ekti. Bu
sonuclar, DEN’in hepatositlerde AFP gen ekspresyonunu aktive ettigini, ancak DEN ile
birlikte Urtica dioica ekstresi verilmesinin bu aktivasyonu, karaciger hasarini dnleyerek

engelledigini gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalarda, ratlarda DEN ile indiiklenen HSK’da kaspaz-3 aktivitesinin
immunhistokimyasal yontemle arttig1 belirlenmistir (Shang ve ark., 2018). Yaptigimiz
calismada, immunohistokimyasal yontem ile kaspaz-3 ekspresyonu kontrol ve UDTE
gruplarinda yoktu. DEN grubunda ise hepatositlerde intrasitoplazmik yogun boyanma
tespit edildi. DEN ile birlikte Urtica dioica ekstresi verilen gruplarda ise DEN grubuna
nazaran daha diisiik yogunlukta boyanma saptandi. DEN ile birlikte Urtica dioica’nin yag
ekstresi verilen grupta, DEN + UDTE-1 (etanol ekstresi) grubuna nispeten daha az pozitif
hiicre oldugu belirlendi. Hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i apoptotik sinyal yolaklarinda
Kilit bir rol alan kaspaz-3; apoptoza giden hicrelerde pozitif olarak reaksiyon vermektedir

(Kurokawa ve Kornbluth, 2009). Dolayisiyla apoptoza giden hiicrelerin tespit
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edilmesinde, degerlendirilmesinde ve apoptotik hucrelerin morfolojik olarak gucli bir
sekilde taninmasinda kaspaz-3 Onemli bir yere sahiptir. Calismamizda, DEN verilen
ratlarda karacigerde immunohistokimyasal yontemle kaspaz-3 ekspresyonunun artmas,
DEN’nin apoptozu indiikledigini géstermektedir. Ancak DEN ile birlikte UDTE verilen
gruplarda, kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda azalma meydana gelmesi UDTE ’nin kaspaz-

3 ekspresyonunu baskiladigi, dolayistyla antiapoptotik etki gdsterdigi anlasilmaktadir.

Nitrik oksit (NO), vicutta bircok biyolojik aktivasyonu olan serbest bir radikaldir.
Etkili bir immunsupresan olan NO, NO sentaz (NOS) enzimi ile katalize olarak L-
arjinin’i L-sitrulin’e doniistimii ile olusmaktadir (Geller ve Billiar, 1998). NO, ii¢ farkl
sekilde sentezlenmektedir. Bunlar; noronal nitrik oksit sentaz (nNOS), indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)’dir (Alderton ve ark.,
2001). NO tek basma toksik etkili degildir, ancak diger reaktif oksijen tiirlerinin zararh
etkilerini artirmaktadir. NO in situ karsinomlarda yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir
(Thomsen ve ark., 1995). NO karsinogenez durumlarinda; onkogen aktivasyonu, DNA
hasari, tiimOr supresan genlerin inhibisyonu, metestazin ve apoptozun ayarlanmasi gibi
rollere sahiptir (Lala ve Orucevic, 2001). NO’in tiiméral siirecte kan akis1 ve anjiyogenezi
artirdig1r i¢in, timor siddeti ile NO {retiminin arasindaki pozitif korelasyonu
gostermektedir (Thomsen ve ark., 1995). Indiiklenebilir NOS’un (iNOS) normal
durumlarda hiicrelerde ekspresyonu yoktur. INOS oOncelikle makrofajlarda tespit
edilmesine ragmen, dokuda herhangi bir hiicreden indiiklenebilmektedir. INOS ayrica
makrofajlarin sitotoksin etkilerini diizenlemektedir (Wink ve ark., 1991). NOS en fazla
iNOS’dan sentezlenir ve anjiyogenez, hiicre migrasyonunu, metastaz ve invazyon (izerine

etki gostererek karsinogenezin baslamasia neden olmaktadir (Jadeski ve ark., 2000).

Ratlarda DEN ile indiiklenen karaciger hasar1 ve hepatoselliiler karsinom
calismalarinda immunohistokimyasal yontem ile iNOS ekspresyonunun arttigi bildirilmistir
(Ahn ve ark., 1999; Bishayee ve ark., 2013). Yaptigimiz ¢alisgmada immunohistokimyasal
yontem ile iINOS ekspresyonu kontrol ve UDTE gruplarinda yoktu. DEN grubunda ise
hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde intrasitoplazmik yogun boyanma tespit edildi. DEN
ile birlikte U. dioica verilen gruplarda ise DEN grubuna nazaran diisiik boyanma gézlendi.
DEN ile birlikte Urtica dioica’nin yag ekstresi verilen grupta, DEN + UDTE-1 (etanol
ekstresi) grubuna nispeten daha az pozitif hiicre oldugu belirlendi. INOS tarafindan iiretilen

NO, dokularda hiicre i¢i mekanizmada siiregleri diizenleyen oldukga sik kullanilan bir serbest
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radikaldir. NO, enflamasyon ve oksidatif stresin 6nemli bir belirtecidir. DEN verdigimiz
ratlarda INOS ekspresyonunun artmasi karsinogenez siirecinde karacigerde enflamasyon ve
oksidatif stresin artmasi ile iligkili oldugunu diisiinmekteyiz. DEN ile birlikte UDTE
kullanilan gruplarda, UDTE’nin INOS ekspresyonunu baskilayarak yangisal siire¢ Ve
oksidatif stres iizerine pozitif etki yaptigimni diistinmekteyiz.

Ki-67 proteini; hiicre proliferasyonunda ciddi bir role sahip nonhiston bir niikleer
proteindir (Gerdes ve ark., 1983). Mitoz sirecinde sitoplazmik kompleksler, Ki-67 igin
pozitif oldugu tek donemdir. Mitozun baslangi¢ fazlarinda organize olan Ki-67 proteini,
metafaz sirasinda kromozomlarin yiizeyini kaplayarak en yiliksek oranda boyanmanin
gerceklestigi fazdir. Cekirdek zar1 hasar almasiyla Ki-67 proteini diffiiz sekilde sitoplazmada
goriilmeye baglar. Antijen, mitozun son fazlarinda (anafaz ve telofaz) boyanma azalmaya
baslar ve tanecikli boyanma 6zelligi gosterir. Proliferatif hiicrelerde mitotik indeks ve tiimor
derecelendirilmesinde siklikla kullanilan bir proteindir (Scholzen ve Gerdes, 2000).
Yaptigimiz ¢alismada, DEN verilen biitiin gruplarda immunohistokimyasal olarak reaksiyon
gozlenmedi. Bunun da ¢alismadaki karaciger dokularinda tiimoral proliferatif lezyonlarin

olusmamasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak ratlara tek doz 200 mg/kg dozunda intraperitonal yolla DEN verilerek
16 haftalik deneme gergeklestirilen bu ¢alismamizda; yapilan makaroskobik ve mikroskobik
incelemelerde hepatoselliiler karsinom olusmadigi, bunula birlikte DEN’in karacigerde
karsinogenez siirecini baslatarak ciddi hasara neden oldugu ve hepatoselliiler karsinomlarin
histolojik prokiirsorleri olarak kabul edilen biiytik ve kiigiik hiicre degisimleri ile karakterize
olan displazik hepatositlerin olusumuna neden oldugu saptanmustir. DEN ile birlikte Urtica
dioica ekstresi verilen gruplarda ise bu lezyonlarin ¢ok smirl diizeylerde kaldigi goriilmiistir.
DEN uygulamasi, biyokimyasal olarak; AST, ALT ve LDH aktiviteleri ile TOS ve MDA
diizeylerini artirirken, TAS, GSH, CAT, SOD ve GSH-Px diizeylerini ise azaltmistir. Ancak
DEN ile birlikte UDTE kullanimmimn antioksidan kapasiteyi artirdigi ve oksidatif stresi
baskiladigi, bu sayede karaciger harabiyetini Onledigi gozlenmistir. Diger taraftan DEN
uygulamasmin, timor belirteglerinden 0Ozellikle CA 15-3, CA 19-9 ve CA 125-1I
aktivitelerini ve apoptotik faktorlerden 6zellikle kaspaz-3 seviyelerini nemli 6lgiide artirdigi,
DEN ile birlikte UDTE kullaniminin ise bu artiglar1 azalttig1 saptanmustir. Patolojik olarak,
DEN grubunda karacigerde ince graniiler bir goriiniim; histopatolojik olarak ise

hepatositlerde yaygin olarak biiylik ve kiigiik hiicre degisimleri ile karakterize displaziler,
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dejenerasyon, safra kanali hiperplazisi, yangisal hiicre infiltrasyonlari, fibrozis ve kolestazis
gozlendi. DEN+UDTE gruplarmda bu morfolojik degisikliklerden buyik hicre
degisimlerinin, kistik dejenere hepatositlerin ve fibrozisin olusmadig, digerlerinin ise hafif
diizeylerde kaldig1 gdzlendi. Immunohistokimyasal olarak, DEN grubunda Hep par-1, AFP,
kaspaz-3 ve iNOS boyamalarinda belirgin reraksiyon gozlenirken DEN ile birlikte UDTE
verilen gruplarda bu antikorlarm ekspresyonlarinda anlamli azalma oldugu saptandi. Bu
bulgulara gore; dietilnitrozamin ile induklenen hepatoselliiler karsinogenezis surecinde UDT
ekstrakti, gliclii antioksidan kapasite ortaya koyarak doku hasarini engelledigi ve gok belirgin
diizeyde antitim6r etkinlige sahip oldugu sonucuna varimustir. Yapilan literatiir
taramalarimizda; ratlarda DEN ile olusturulan karaciger hasar1 veya hepatoselliiler karsinom
uzerine U. dioica ekstraktinin etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamustir.
Dolayisiyla yaptigimiz bu ¢alisma ile Urtica dioica’nin deneysel hepatosellliler karsinom
Uzerine hepatoprotektif etkisi ile ilgili olarak, farkli doz wve siireler kullanilarak
gergeklestirilecek galismalara 1s1k tutacagi ve daha iyi sonuglar elde edilebilecegi

kanisinday1z.
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