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OZET

Losemi  hematopoetik  hiicrelerin  malign  hastahigidir.  7,12-
Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) deneysel I6semi olusturmak amaciyla
kullanilan bir polibenzen olup, DMBA ile indiiklenen I6semide serbest
radikal uretimi artmaktadir. Nitrik oksit (NO) bu serbest radikaller
arasinda ¢ok yonlu etkiye sahip olup, L-arjininin oksidasyonu ile
sentezlenen hidrofobik bir radikaldir. Nitrik oksit kaspazlarin
ekspresyonunu dizenleyerek proapoptotik veya antiapoptotik etki
gosterir. Lycium barbarum’un (LB) immun duzenleyici, antidiyabetik ve
antikanserojen etkileri gesitli caligmalarda gosterilmigtir. Bu bilgilere
dayanarak calisgmanin amaci DMBA ile losemi olusturulan ratlarda
Lycium barbarum sulu ektresinin nitrik oksit ve kaspaz duzeyleri
Uzerine etkisini aragtirmaktir. Calismada 18 adet disi Wistar albino rat
kullanildi. Ratlar kontrol lI6semi (DMBA) ve tedavi (DMBA+LB) olmak
lizere rastgele uU¢ gruba ayrildi (n=6). Lésemi olusturmak amaciyla
I6semi ve tedavi gruplarina DMBA susam yaginda ¢ozilerek gavaj ile
verildi. 8 DMBA uygulamasi sonunda tedavi grubuna 10 gin boyunca
Lycium barbarum sulu ekstresi gavaj ile verildi. 10 glin sonunda ratlar
anestezi altinda feda edilip karaciger ve dalak dokularinda nitrik oksit

ve kaspaz parametreleri ¢calisildi. Caligmada elde edilen bulgulara gore



karaciger ve dalak dokularinda nitrik oksit diizeyleri lI6semi ve tedavi
gruplarinda kontrole gore anlamh sekilde diisik bulundu. Karaciger
dokusunda kaspaz seviyeleri Idsemi ve tedavi gruplarinda kontrole gore
anlamh sekilde disik bulundu. Sonu¢ olarak Lycium barbarum
karaciger koruyucu ve antiapoptotik etki yaparak karacigerde kaspaz-3

ve NOx seviyelerinde azalmaya neden olmustur.
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ABSTRACT

Leukemia is a malign disease of hematopoetic stem cells. 7,12-
Dimethylbenza[a]nthracene (DMBA) is a chemical agent for constituate
experimental leukemia. DMBA induced leukemia and cause free radical
imbalanced and triggers oxidative stress. Nitric oxide (NO) is a
hydrophobic molecule and a free radical, generated through oxidation
of l-arginine by a family of constitutive, the NO synthases. NO changes
in the expression shows proapoptotic and antiapoptotic effects on
caspase-3-like protease activation. Immun stimulator, antidiabetic and
anticancerogen effects of Lycium barbarum has shown in a various
study. In the light of above information, the aim of this study is to
research the anticarcinogenic mechanism of Lycium barbarum (LB)
polysaccharides using caspase and NO parameters. In the study was
used 18 number female Wistar albino rats. Rats were seperated
randomly to three groups as control, leukemia (DMBA) and treatment
(DMBA+LBP) group (n=6). DMBA and treatment group was
administered DMBA dissolved sesame oil for induce leukemia. After 8
DMBA administration treatment group rats was feeded water extract of
Lycium barbarum by oral gavage for 10 days. Rats sacrificed under

anesthesia and spleen and liver tissues were examined by nitric oxide



vii

and caspase-3 parametres. In liver and spleen tissue nitric oxide
decreased in DMBA and treatment groups according to control group.
Caspase-3 levels in liver decreased DMBA and treatment group
according to control group. As a concequense Lycium barbarum shows

hepatoprotective and antiapoptotic effect by decreasing caspase-3 and
NOx levels in liver tissue.
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1. GIRIS

Lésemi kan hdcrelerinin gogalmasi ve farklilasmasi arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir [1]. Léseminin nedeni kesin
olarak bilinmemekle birlikte hastaligin etyolojisindeki I6komojenik etkenler
radyasyon, cesitli kimyasal maddeler, bazi kemoterapi ilaglari, virusler,
konjenital hastaliklar ve immun yetmezliklerdir [2]. Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan birinci dereceden insan kanserojeni
olarak tanimlanan benzen ve bir polibenzen tlrevi olan 7,12-
Dimetilbezantasen (DMBA) da |I6semi etyolojisinde énemli rol oynamaktadir
[15]. Bu ozellikleri ile DMBA kemirgenlerde deneysel l6semi olusturmak
amaciyla kullaniimaktadir [13, 14]. DMBA dogrudan bir kanserojen olmayip,
kanserojen Ozelligini gostermesi i¢cin metabolize edilmesi gerekmektedir ve
metabolizmasi esnasinda yuksek miktarda serbest radikal salinimina da yol
agmaktadir [5, 13]. Organizmada olusan serbest radikal tirevlerinden en
onemlisi nitrik oksit olup, organizmada ¢ok yonlu etkilere sahiptir. Bu ¢ok
yonlu etkileri ile hlicre dongusu, apoptoz enzimleri ve yolaklarini da dizenler
[8]. Hucre dongusunin 6nemli duzenleyicilerinden biri kaspaz enzimleri olup,
bu mekanizmadaki herhangi bir aksaklik kontrolsiiz hicre bélinmesine yani

kansere yol agmaktadir [4].

Son yillarda kanser tedavisine yardimci olarak tibbi bitkilerin kullaniimasi ilgi
ceken bir konu haline gelmistir [42]. Lycium barbarum Solanaceae
familyasinin bir Gyesi olup tibbi bitki olarak kabul gérmus, kirmizi meyveleri
olan cali formunda bir bitkidir. Bitkinin 6zellikle meyveleri Cin ve Hint Tibbr’
nda yapisindaki flavonoidler sebebiyle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullaniimaktadir [50]. Yapilan ekstraksiyon ve izolasyon ¢alismalarinda
bitkinin yaprak ve meyvelerinde basta rutin, gentisik asit, kuvarsetin,
zeaksantin dipalmitat ve B-karoten olmak Uzere ¢ok sayida fenolik bilesik ve
flavonoid bulundugu saptanmistir [20, 22, 27, 60, 62, 63, 66]. Bitkinin
Ozellikle meyveleri yapisindaki polisakkarit-flavonoid kombinasyonu ile

antioksidan ve radikal sUpurlicu etki gostererek, oksidan parametreler



Uzerinde dusurucu etki yapmaktadir [17, 18, 19, 23, 24, 25, 26, 28, 61, 65].
Bitkinin bilinen diger etkileri iskemik hasarlarda reperfizyonu hizlandirici, g6z
hicrelerini koruyucu, fertilizasyonu arttirici, yaslanma karsiti,antidiyabetik ve
imman dizenleyici etkileridir [16, 51, 64, 68, 71, 73, 76, 77, 79, 81, 82, 84].

Lycium barbarum bu o&zellikleri sebebiyle kanser tedavisinde ve kanser
tedavisine yardimci olarak da etki gostermektedir [30, 75]. Bitkinin kanser
hucrelerinin  ¢ogalmasini durdurucu etkisi agisindan ozellikle |6semide

antikanserojen olarak kullanimi ilgi geken bir konu haline gelmistir.

L1210 fare lenfoid I6semi hlcre hatti Gzerinde yapilan ¢alismada Lycium
barbarum’un radikal suUpUrict ve lésemi hucrelerinin  proliferasyonunu

durdurucu etki gosterdigi rapor edilmistir [11].

HL-60 insan premiyeloid I6semi hlicre hatti Gzerinde yapilan calismada ise
artan LBP dozlarinda 16semi hticrelerinin gogalmasinin durdugu bildirilmistir
[12].

Bu bilgiler 1s1§inda calismamizda, DMBA ile deneysel |6semi olusturulmus
ratlarda, Lycium barbarum sulu ekstresinin karaciger ve dalak dokularinda

kaspaz-3 ve NOx parametreleri Uzerindeki etkisini arastirmak amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hematopoez ve Kan Hiicrelerinin Morfolojisi

Periferal kan hucrelerinin, kemik iligindeki pluripotent bir kok hucreden

¢ogalmasi ve farkhlagsmasina hematopoez denir [4].
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Sekil 2.1. Kemik iliginde hematopoez [31]

Immunolojik uyari olmadan stromal hiicrelerden salinan sitokinler adhezyon
molekuleri ile birlikte hematopoezden sorumludur. Sitokinler hematopoetik
hicrelerin hiicre dongusu gelisimlerini, prolifarasyon ve diferansiyasyonunu
uyarmakta ve apoptozunu inhibe etmekle gorevlidirler. Hematopoezi
duzenleyen sitokinler arasinda granusit koloni uyarici faktor (G-CSF),
makrofaj koloni uyari faktor (M-CSF), cesitli interlokinler (IL-3 gibi), kdk hicre
faktora (CSF), granullosit-makrofaj koloni wuyarici faktér (GM-CSF),
eritropoetin (Epo) ve trombopoetin (Tpo) bulunmaktadir [4, 9, 10].
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Sekil 2.2. Kemik iligi mikrogevresi [32]

Saglikli bir kimsede meydana gelen hematopoezde IL-3, GM-CSF, CSF, Epo
ve digerleri hematopoetik dncul hucrelerin buyumelerine, miyeloid, lenfoid ve
eritroid hucrelere farklilasmalarina kok htcreler aracilik etmektedir. Kemik
iliginde pluripotent bir kék hticreden perifal kan hlcrelerinin olusumu su sira
ile gerceklesmektedir. Kendiliginden c¢ogalan pluripotent kok hicre ikiye
bdlinerek myeloid ve lenfoid kok hdcreleri olusturur. Myeloid ve lenfoid kdk
hicreler ortamdaki sitokinlere gore cesitli progenitor hicreleri Uretmektedir.
Bu Uretilen ve kendiliginden ¢gogalamayan hucrelerin (CFU-GM, CFU-MEG,
BFU-E, CFU-Eo ile immun sistemin T ve B lenfositleri) gorevi farkhlagsarak
diger kan hucrelerini olugturmaktir. Bu hicrelerden CFU-GM iki farkli sitokinle
uyarilip iki farkli htcre kolonisi olusturma yetenegine sahiptir. CFU-GM, G-
SCF ile uyarildiginda grantlositer koloniyi, M-SCF ile uyarildiinda monositer
koloniyi olusturur. CFU-MEG, SCF, TPO, IL-3, GM-CSF ile uyarildiginda
megakaryositlerden trombosit olusumunu baslatir. BFU-E; Epo, SCF, GM-
SCF ve IL-3 ile uyarildiginda eritrosit olusumu baslatiir. CFU-Eo; IL-3 ve
GM-SCF tarafindan uyarilip eozinofil yapimini baslatir. T ve B lenfositler ise
lenfoid kdk hicreden sitokine bagimsiz farklilagarak islev gorurler [4,10].
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Sekil 2.3. Hematopoezle olugsan kan hicreleri [33]

Kan hucreleri kemik iliginde c¢esitli olgunlasma basamaklarindan gectikten
sonra kana karigirlar. Bu olgunlasma basamaklarinin ilki blastlardir ve her
seride (eritroid, miyeloid ve lenfoid seriler) farkli adlandirilirlar
(pronormoblast, miyeloblast, lenfoblast) ve farkli 6zellikler gosterirler. Blastlar
genellikle kemik iliginde tanimlanabilen en kuguk hucreler olup saghkh
bireylerde periferik kanda bulunmazlar. Blastlar genel olarak henliz gorevini
tam olarak yerine getiremeyen olgunlasmanin ilk basamagindaki hucreler
olarak tanimlanir. Kemik iliginde maturasyon eritroid seride pronormoblast,
bazofilik normoblast, polikromatofilik normoblast, ortokromatofilik normoblast,
retikllosit ve eritrosit seklinde devam eder ve periferik kanda olgunlasmis
oksijen tutma kapasitesi en Ust duzeye ulasmis, eritrositlerin bulunmasi
gerekir. Miyeloid seri maturasyon basamaklarinda miyeloblasttan sonra
promiyelosit, miyelosit ve metamiyelosit seklinde devam eder. Lenfoid seride
ise lenfoblast, lenfosit ve plazma hicresi seklinde maturasyon basamaklari
ilerler [9, 10].



2.2. Losemi

Ldésemi, hucre proliferasyonu ve maturasyonu arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu olusan kan hucrelerinin veya hematopoetik kdk hicrelerin

malign hastaligidir [1].

Lésemi klinik ve patolojik olarak kronik ve akut I6semi olmak Uzere ikiye

ayrihr [2].

2.2.1. Kronik losemiler

Kronik I6semiler diferansiyasyonun her basamagindaki miyeloid ve lenfoid
elemanlarin proliferasyonunun artmasi (apoptozun azalmasi ile birlikte) ve
adhezif 6zelliklerinin kaybi ile karakterize klonal bir hematopoetik kdk hucre
malignitesidir. Kronik I6semiler kendi aralarinda kronik miyeloid I6semi (KML)

ve kronik lenfoid 16semi (KLL) olarak ikiye ayrilir [2].

Kronik miyeloid l6semi

Kronik miyeloid I6semi (KML) en sik gorilen miyeloproliferatif hastalik olup
tum l6semilerin %15-20’sini olugsturur ve yilhik goérulme sikhigr 1-1,5 /
100000’dir. Kuguk yaslarda da gorulebilmesine ragmen siklikla orta ve ileri

yaslarin hastahgidir [3].

Klinik seyrine gore kronik, akseler ve blastik donemleri vardir. Kronik fazda
hdcrelerin ¢ogalmasi kan, kemik iligi, dalak ve karacigerde gorulurken
akseler ve blastik fazda ise bunlara ilaveten lenf nodu, deri, yumusak
dokular, santral sinir sistemi gibi ekstrameduller yerlerde de hematopoez
vardir. Birgok hastaya tani kronik fazda konur. Hastalarin % 20-40’inda tani
tesadlfen I0kosit sayisi yuksekligi ile konulup, hastalarda baslangicta
halsizlik, kilo kaybi, gece terlemeleri ve splenomegali gorulir. Philadelphia

(Ph) kromozomu genellikle pozitiftir. Akseler ve blastik donemde anemi,



trombositopeni, masif splenomegali ve genel durumun bozulmasi klinige eslik
eder. Kronik donemdeki hastalarda en belirgin 6zellik I6kositoz gorulmesidir.
Lokositozda miyelosit ve noétrofiller siklikla artmigtir. Blast orani % 2-5

arasindadir [1-3].

Sekil 2.4. KML periferik kan yaymasi [9]

KML’nin tanitici sitogenetik 6zelligi 9. ve 22. kromozomlarin uzun kollari
arasinda karsilikh translokasyondur; (t (9;22) (g34; q11)). Ph kromozomunda
degisen gen bolgesi Ber-Abl kisimlarini biraraya getirdiginden Bcr-Abl fizyon
geni ismini alir. S6z konusu flizyon geni Bcr-Abl proteinini kodlar. Bu protein,
bir enzim-tirozin kinaz-aktivitesi gOstermektedir ve anormal olarak
aktivitesinin kontroli olmamaktadir. Normalde kontrol edilebilir 6zellikte
tirozin kinaz aktivitesine sahip Abl proteinine Bcr dizisi eklendiginde aktivitesi
kontrolsiz hale gegcmekte ve p210 Bcr-Abl'nin I6komojenik 6zelligi ortaya
cikmaktadir. Ber onkoproteinlerin dimerizasyonu ile iki Bcr-Abl molekuali
kendilerine uyan kinaz aktivasyonu bolimuande tirozin eklerini fosforlar.
Bundan sonraki basamaklar normal Abl enziminin bir seri proteinle
etkilesmesi basamaklardir. Sonug¢ kontrolsiiz hicre g¢ogalmasi, |6semik
hdcrelerin mutajenik uyarilara apoptoz seklinde yanit verilmesi olgusunun

azalmasidir. Becr-Abl'de adenozin trifosfat (ATP), tirozin kinaz kismina (SH1)



kismi onkojenik donugumde basglica roli oynamasindan dolayr molekuler bir
hedeftir. Arastirmalar ATP ya da SH1 kismina baglanan substrat ile
yarisabilecek, sentetik bir bilesik elde edilmesine yoneliktir. KML'de tedavi
hematolojik ve sitogenetik remisyon saglamak icin verilir. Hematolojik
remisyon i¢in kemoterapotik ajanlar, sitogenetik remisyon saglamak amaci ile

de tirozin kinaz inhibitorleri ve kdk hicre nakli tedavisi uygulanabilir [1-3, 92].

Kronik lenfositer l0semi

Kronik lenfositer I16semi (KLL) kuglk olgun immunolojik olarak yetersiz B
lenfositlerin asiri artisi, kemik iligi kan dalak ve karacigeri infiltre etmesi ile
karakterize maling lenfoproliferatif bir hastaliktir. Hastalik genellikle B
lenfositlerin klonal cogalmasi ile meydana gelirken, hastalarin % 1-2’sinde ise
T lenfositlerin artisi gorulur. Akut lenfoblastik I6semilerden olgun hucrelerin
artmasi ile ayrilir. Orta ve ileri yaslarda sik gorulir. Ortalama goértlme yasi
55-60°dir. Erkeklerde kadinlara goére 1,5-2 kat daha sik goralir. KLL
etyolojisinde yavas fakat durmaksizin lenfosit birikmesi s6z konusudur. KLL
lenfositlerinde apoptozu baskilayan bcl-2 onkogeni mevcuttur ve hucreler
immunolojik olarak yetersizdir. CD5 pozitif B-lenfositleri normalde %210
oraninda gorulurken, KLL' de hastaligi baglatan hucrelerdir. Hastalarda sik
gorulen otoimmun komplikasyonlarin nedeni de artmig CD5 pozitif
lenfositlerdir. KLL'nin dogal seyri hastaliga tani konuldugunda tespit edilen
evre ile yakindan iligkilidir. Klinik belirtiler 16semik lenfositlerin lenf
digumlerinde dalak, karaciger, periferik kan ve kemik iliginde birikmesi ile

ortaya c¢ikar [2, 4].



Sekil 2.5. KLL periferik kan yaymasi [9]

Hastalarda lenfodenopati, hepatomegali, splenomegali en sik gorilen
muayene bulgularidir. Hastaligin seyri sirasinda anemi, trombositopeni,
akciger infiltrasyonlari, plevral sivi, bobrek ve deri tutulumu gorilebilir.
Hastalik buylk htcreli lenfoma (Richter Sendromu), prolenfositik |6semi,
Hodchkin lenfoma, akut lenfoblastik 16semi ve multipl miyeloma donusebilir.
Herpes zoster, bakteriyel enfeksiyonlar ve diger enfeksiyonlar hicresel ve
hdmoral immunite bozukluga bagh goérular. Hastalarda 6lum enfeksiyonlar,
kanama ve KLL’nin bagka hastaliga dénusmesi sonucu olur. Hastahgin
tedavisinde kemoterapi ve allojenik kdk hicre nakli siklikla uygulanan tedavi

cesitlerindendir [1, 2, 4].

2.2.2. Akut |losemiler

Akut 16semi hematopoetik kdk hicrelerini iceren bir klonal hastaliktir. Akut
I6semilerin etyolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Genetik predispozisyon,
ilaglar, kimyasal maddeler, cevresel ve mesleksel faktorler, g¢ocuk ve
erigskinlerde siklikla suglanan I6komojenik etkenlerdir. Akut |0semiler kendi
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icerisinde, akut miyeloid I6semi (AML) ve akut lenfoid 16semi (ALL) olmak

uzere ikiye ayrihrlar [2].

Akut lenfoid |6semi

Akut lenfoid l6semi (ALL) agresif lenfoid kokenli hematolojik malignitedir.
Olgunlasmamis T veya B-lenfoblastlarin kemik iligi periferik kan ve
ekstrameduller sahalara genis yayilimi s6z konusudur. Cesitli deneysel
calismalar istenmeden intrauterin radyasyona maruz kalma veya timik
bdyUme igin yapilan radyoterapinin ALL riskini arttirdigi ortaya konulmustur.
2-5 yas grubunda tani konmug ALL vakalarinin neonatal kan orneklerinde
retrospektif olarak ETV-6 translokasyonunun saptanmasi ALL’nin intrauterin
mutasyonla baslayabilecedi dusuncesini guglendirmektedir. ALL’ ye neden
olan etkenler arasinda prenatal sigara kullanimi, enfeksiyonlar, diyet,
elektromanyetik alan ve hidrokarbonlarin payr ¢ok azdir. ALL g¢ocukluk
caginda predominant olup, vakalarin 2/3'G c¢ocukluk c¢aginda goralur.
1960’lara kadar fetal olan hastaligin kemoterapideki gelismelere bagh olarak
gunumuzde % 80’inde kur elde edilmektedir. Bununla birlikte erigskin ALL’ de
prognoz kotudar. Prognozu belirlemede o6nemli faktorler tutulan lenfoid
hicrelerin T veya B lenfoblast olusu ve ylksek riskli sitogenetik belirteclerden
(t(9;22), (Bcr-Abl)) translokasyonunun bulunup bulunmamasidir. ALL’ de
Klinik belirtiler genellikle kemik iligi yetersizliginin bir sonucu olup bunlar
anemi, enfeksiyonlara karsl hassasiyet ve kanama seklindedir. Hastalar uzun
sure devam eden anemi semptomlarindan sikayetci olup, solukluk, ¢arpinti,
nefes darligi, gogus agrisi ve halsizlik gibi sekonder semptomlar anemiye
baghdir. Ates siklikla gorulur ve nedeni genellikle ndtropeniye bagli
enfeksiyondur. Lenfodenopati, splenomegali ve hepatomegali gibi
organomegaliler ALL’de siklikla gorulir. Hastada ALL suphesi varsa tam kan
sayimi, goruntileme yontemleri, kemik iligi aspirasyon biyopsisi ve periferik
kan yayma preparati yapilmaldir. Tam kan sayimi ve yayma preparat
lenfoblast iceren I0kositozu gdsterecektir. Hastanin  biyokimyasinda
hipertrisemi, hipokalsemi, hiperfosfatemi, LDH yuUksekligi ve tumor
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belirtecleri yUksekligi gorulebilir. Kemik iligi aspirasyonunda hiperselluler
kemik iliginde homojen lenfoblast sahalari géruldr [1-3, 35].

Sekil 2.6. ALL periferik kan yaymasi [9]

Hastalarin sitogenetik incelemesinde Philadelphia kromozomu (1(9;22)
(q34;p11)), yetiskinlerde %40, cocuklarda ise %5 oraninda pozitiftir.
Philadelphia kromozomu pozitif ALL genellikle kot prognoza sahiptir [1, 2].
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Sekil 2.7. Philadelphia Kromozomu [34].

Bununla beraber ETV-6 translokasyonlari ve hiperdiploidi ile birlikte

kromozom sayisi hlicre basina > 50 ise iyi prognoza sahip gruba girmektedir.
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ALL tedavisinin ana unsuru kemoterapidir. Tedavi tipinin sec¢iminde
immuanofenotip ve risk faktorleri onemli rol oynar. ALL’li gocuklar standart
protokol ile % 98 remisyona girerler ve en az % 80’i 5 yil yasar. ALL
tedavisinde remisyon indlksiyonda amag¢ kan sayimi ve kemik iligi
gorunimunu normale getirmek, blast sayisini %5’'in altina indirmek ve
ekstrameduller hastaligi elimine etmektir. ALL tedavisi esas olarak u¢
asamadan olugsmaktadir. Bu asamalar remisyon induksiyon tedavisi,
konsolidasyon ve idame tedavisi, santral sinir sistemi profilaksisidir.
Remisyon induksiyon tedavisinde amag¢ kanserli hucrelerin  Gremesini
durdurmak ve blast sayisini azaltmaktir. Bu amacla hastalara hastanin
yasina, cinsiyetine, hastaligin durumuna gore ¢esitli kemoterapotikler verilir.
Konsolidasyon ve idame tedavisinde ise hasta remisyona sokulduktan sonra
durumun stabil kalmasi icin gerekli tedavi yapilir. Konsolidasyon tedavisi
daha yuksek dozda ilaglarin kullanildigi bir tedavi olup, daha direngli
blastlarin yok edilmesini amagclar. Santral sinir sistemi profilaksisi bazi
vakalarda kemoterapi ve santral sinir sisteminin isinlanmasi agsamalarindan
olusmaktadir. Kemoterapi ile birlikte verilen 2400 Rad kranial isinlama
tedavisinin hastalarda sinir sistemi relapsini 6nemli Olgude Onledigi
bilinmektedir [1-3].

Akut miyeloid l0semi

Akut miyeloblastik [6semi (AML) hematopoetik dokunun klonal malign
hastaligidir. AML kemik iliginde myelositler, eritrositler ve megakaryositer
serinin hlcrelerinde mutasyon defekti ve kontrolsiz ¢ogalma ile meydana
gelen klonal hematolojik, heterojen bir grup hastaliktir. Bu malign hucreler
eitroid, myeloid ve megakaryositik prekursorlerin normal gelisim ve
maturasyonunu ortadan kaldirmaktadir. AML’ li hastalardaki miyeloid hucreler
asirt sayida miyeloblast olusumuna vyol acgarak, normal bir gsekilde
olgunlagsmazlar. Miyeloblastlar hemotopoetik yetersizlikle sonuglanacak

sekilde kemik iligindeki normal hicrelere baskin gelirler [3, 4].
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Sekil 2. 8. AML’ de hematopoez [1]

Hicre populasyonu agirlikli olarak, eosinofiller, basofiller, monositler,
eritrositler, megakaryositler  veya noétrofillerden veya bunlarin
kombinasyonlarindan meydana gelmis olabilir. Tek hlcreler koken bozuklugu

sergileyebilirler ve lenfoid belirtegleri agiga cikarirlar [3, 4].

Sekil 2.9. AML periferik kan yaymasi [9]
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AML genellikle yas ortalamasi altmis civarinda olan Kkisilerde goruldr.
Polisitemi vera ve miyelofibrosis gibi miyelodisplastik ve miyeloproliferatif
bozukluklar AML’ ye donusebilir. Loésemi riski Down Sendromlu hastalarda
saglikh bireylere oranla yirmi misli daha fazladir. AML’ nin semptomlari
genellikle yorgunluk ve kanama olup, bu semptomlar pek ¢cok hastada birka¢
hafta gibi kisa bir surede ortaya g¢ikabilir. Tam kan sayimi, periferik kan
yaymasinin incelenmesi, kemik iligi aspirasyon biyopsisi akut l6seminin
tanisini koymada esastir. Periferik kan yaymasi incelendiginde miyeloblastlar
ayri nukleuslara, dar sitoplazmalara ve azurofilik granullere sahip oldugu
gOzlenir. Karakteristik Auer comaklari, lizozomlar igindeki azurofilik grandller
tarafindan olusturulurlar. Histokimyasal boyamalar tanida yardimci olabilir;
ornegin, akut monositik I6semi non spesifik esteraz boyasi ile ayirt edilebilir.
Akis sitometrisi (Flow Sitometri) ile immunofenotipleme, tanimlayici bir tani
koymaya ve AML’yi akut lenfositer I6semiden ayirt etmeye yardim eder. Tam
kan sayiminda akyuvar sayisi, hormal, yuksek veya duguk olabilir. Anemi ve
trombositopeni sebebiyle kan yaymasinin incelenmesi zordur ancak

olgunlasmamig kan hucreleri gorulebilir [3, 4, 35].
2.3. Benzen, DMBA ve Losemi
2.3.1. Benzen ve |osemi

Aromatik hidrokarbon bilesiklerinin bir tlrevi olan benzen (CsHs) hos kokulu,
renksiz, sivi halde bulunan bir maddedir. Benzenin erime noktasi 5,5°C,
yogunlugu 0,87 g/cm® kaynama noktasi 80,1°C olup, oda sicakli§inda
yuksek buhar basincina (20°C’de 9,95 kPa) sahip oldugundan hizla
buharlasabilir. Suda kolaylikla ¢éztinebilen benzen (25°C’de 1,8 g/L) organik
¢Ozlculerle de karisim olusturabilir. Toluen (metil benzen), ksilen (dimetil
benzen), benzin, aseton, eter, stiren, anilin ve hekzan gibi birgok bilesik,
benzenin bilinen tdrevleridir. Benzen ve turevleri; kdmur katrani distilasyonu,
alifatik hidrokarbonlarin ylksek basing ve isi altinda aromatize edilmesi ve

petrolden sentez yoluyla elde edilirler [15, 59].
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Benzen, hem fiziksel Ozellikleri hem de benzerlerine gore ¢ok daha ucuz
olmasi sebebiyle endustride yaygin olarak kullanilan ¢ézuculerden biridir. Bu
amagla; kundura, ¢anta vb. deri egyalar ile karton kutu imalatinda yapistiric
olarak, kuru temizleme, madeni aletleri temizleme, matbaacilikta kullanilan
boyalari eritmede, oto ve vyaldiz boyalarini eritmede ve seyreltme
islemlerinde sikhkla kullanilir. Ayrica kauguk ve film sanayinde de genig
capta kullanima sahiptir. Benzen, enerjetik degeri yuksek olmasi sebebiyle
bazen dogrudan bazen de benzine Kkaristirilarak yakit olarak da
kullanilmaktadir. Benzen turevleri de sanayide yaygin olarak kullanilan
maddelerdir. Ornegin; toluen, ksilen boya ve yapigtirici sanayinde, anilin
boya sanayinde, benzenin halojenli bilesikleri olan klorlu hidrokarbonlar ise
pestisid olarak kullaniimaktadir. Benzen yaygin kullanim alani ile is yagami
ve gunlik hayatta da siklikla maruz kalinan kimyasal maddeler arasindadir.
Bu sebeple maruz kalinan benzen miktari ve vicuda alinisg sekli buydk énem
arz etmektedir. Benzen viicuda daha ziyade solunum yolu ile alinir. Vicuda
alinan benzenin yaklasik %50’si ¢esitli dokularca absorbe edilirken, geri
kalani yine solunum yolu ile disari atilir. Yiyecekler ve su ile sindirim yoluna
alinan benzen miktari minimal duzeydedir. Deri yoluyla vicuda alinan
benzen ise organizmaya ciddi zararlar verecek kan konsantrasyonlarina
ulasamaz. Bununla birlikte deri yoluyla absorbsiyonun ciddiyeti, maruziyet
suresinin kisaltilmasi ve maruz kalan deri yuzey alaninin kugultiimesi
saglanarak azaltilabilir. Absorbe edilen benzen, 6zellikle yagdan zengin
dokular basta olmak Uzere tUm vucuda dagilir. TUm diger kimyasal maddeler
gibi benzen de karacigerde, sitokrom P-450 2E1 sistemi icinde oksidatif
olarak metabolize edilir. insandaki yarilanma émriinin 28 saat oldugu
bildirilmigtir. Benzen metabolize olmadan idrarla atilabilecegdi gibi primer veya
sekonder metabolitlerine (benzen oksit, benzen dihidrodiol, fenol,
benzokinon, sfenilmerkaptirik asit (S-PMA), mukonik asit ve katekol)
dénusturilerek idrarla da atilabilir. Idrarda S-PMA'nin tayini benzen
maruziyetinin belirteci olarak kullanilabilir. Benzenin karacigerde metabolize
edilmesi ile olusan hidrokinon, fenol ve redox reaksiyonuna girebilen diger

bilesikler reaktif oksijen tlurevlerinin olugsmasina sebep olabilirler [15].
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Benzenin norotoksik etkileri

Benzene kisa surede ve yuksek dozda maruziyet sonucu olusan akut tablo
nadir gorilmekle beraber, bu durumda merkezi sinir sisteminin etkilenmesi
s6z konusudur. Akut maruziyet sonucu uyku hali, yorgunluk, bas agrisi, biling
bulanikhidi, denge bozuklugu gorulebilir. Cok yuksek dozlara maruz kalma
s0z konusu ise solunum durmasi sonucu Olum meydana gelebilir. Yapilan
calismalarda uzun sure organik ¢ozuculere maruz kalmis olan emekli
boyacilarda kontrol grubuna gore norolojik ve depresif semptomlarin daha

fazla gérildigind bildirilmistir [15].

Benzenin hematolojik etkileri

Uzun sureli benzen maruziyetinin miyelotoksik etkisi, norovejetatif etkisine
gbre daha o6n plandadirnin Benzenin etki mekanizmasi kesin olarak
bilinmemekle birlikte, kemik iliginde benzenden, benzol epoksit adi verilen
ara bir metabolit olustugu, bunun da hematopoezi inhibe ettigi yaygin bir
dusuncedir. Benzen, kemik iligindeki hematopoetik kok hucreyi etkilemekte
ve hematopoezdeki u¢ fonksiyonu da (eritroid, I6koid, miyeloid ve
megakaryositer serileri) bozarak pansitopeniye neden olmaktadir. Benzen
zehirlenmesinde (Benzolizm) eritroid serinin bozulmasi ile aplastik anemi
gOrulur, I6koid serinin bozulmasi sonucu olusan |0kopeni ve lenfopeni
nedeniyle sik tekrarlayan enfeksiyonlar meydana gelir ve trombositopeni
olusmasi petesiyal tarzda (hafif kanama) kanamalara sebep olur. Periferik
kan hucrelerinde baskilanma benzenin hematotoksisitesi icin iyi bir

gostergedir [15].

Benzenin kanserojenik etkileri

Benzen, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan birinci
dereceden insan kanserojeni olarak tanimlanmig bir maddedir. Uzun sure

benzene maruz kalan kigilerde 16semi gelisebilecegi Aksoy ve arkadaslari
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tarafindan 1967-1973 vyillari arasinda, Istanbul'da, benzenli materyal
kullanan igciler Uzerinde yaptiklari galismada ortaya konmustur. Bu ¢alisma
benzenin lokomojenik etkisinin gosterildigi ilk epidemiyolojik arastirma olarak
tip literatlrine gegmistir. Aksoy ve arkadaslarinin galismasindan sonra ¢esitli
ulkelerde benzen ve l6semi arasindaki iliskiyi ortaya koyan ¢ok sayida
calisma yayinlanmigtir. Benzen maruziyeti sonucu geligsen I6semi olgularinin
¢ogu AML olmakla birlikte benzenin neden oldugu AML, teorik bilgiler ve
sinirh kohort goézlemler tabaninda AML’nin sekonder formu olarak kabul
edilmektedir. Yapilan bir meta analiz ¢alismalarinda, benzen ile AML
arasinda pozitif bir doz-cevap iligkisi oldugunu ve 6zellikle lastik, ayakkabi ve
boya sanayinde calisan isgilerde AML riskinin arttigini bildirilmistir. Bununla
beraber bazi kohort ¢calismalarda benzene maruziyet sonucu kronik lenfositer
l6semi (KLL) riskinde bir artis olmadidi ortaya konmustur. Bazi vaka kontrol
calismalarinda ise KLL riskinde artis oldugu rapor edilmigtir. Benzen ve
I6semi arasindaki iligkiyi ortaya koyan son calismalarda, kronik benzen
maruziyetinde, 2,5-10 yillik bir periyotta |6semi riskinin yUkseldigini rapor
edilmistir. Konu ile ilgili yapilan ¢gogu arastirma benzene maruziyet suresi ile
|I6semi gorulme riskindeki artis arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmektedir
[15].

Benzenin genotoksik etkileri

Benzen, kromozomlarda aberasyonlarina yol acabilen bir madde olup,
kromozomal etkiler, benzen konsantrasyonunun 100 ppm’in Gzerinde oldugu
uzun sudreli maruziyetin s6z konusu oldugunda ortaya cikabilir. Bazi
calismalarda ise benzen konsantrasyonu 10 ppm Uzerinde oldugu
durumlarada da kromozomal etkilerin olusabilecegi rapor edilmigtir.
Calismalarda CYP2E1, MPO, NQO1 ve GSTT1 gibi benzen
metabolizmasinda rol alan  genlerdeki  varyasyonlarin benzen
hematotoksisitesi ile iligkili olabilecegini rapor etmiglerdir. Bazi ¢alismalarda
ise dusuk dozda benzene maruz kalan kigilerin lenfositlerinde DNA hasari
olustugu bildirilmigtir [15].
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Benzenin immunolojik etkileri

Yiksek dozda benzen maruziyetinde T lenfositlerde, imminglobiilin G ve
immiinglobiilin A seviyelerinde disis, immiinglobiilin M dizeyinde ise artis
meydana geldigi bildirilmigtir. Benzen maruziyetinde CD4+, CD8+ve CD19+
yuzey molekulleri dizeylerinde dusme, CD16+,CD56+ yuzey molekulleri ile

NK (Naturel Killer) hicre dizeylerinde artis oldugunu bildirmislerdir [15].
2.3.2. DMBA

Bir polibenzen tirevi olan DMBA ayni zamanda polisiklik aromatik

hidrokarbonlar ailesinin de Uyesidir [98].

CHj

CHs

Sekil 2.10. DMBA'’ nin molekiler yapisi [70]
Molekul Formuliu : CyoH16
Molar kutlesi : 256.34 g/mol
Erime Sicakligi : 122-123°C

DMBA deneysel losemi ve diger kanser turlerini olusturmak amaciyla

kemirgen deney modellerinde siklikla kullaniimaktadir [13, 14, 87, 89, 90]

Dolayh bir kanserojen olan DMBA’nin kanserojen hale gelebilmesi igin
metabolik aktivasyona ihtiyaci vardir. DMBA metabolizmasi sirasinda olusan
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reaktif oksijen tarleri hicre igerisinde Uretildigi yerden diger hucrelere
yayilabilir [13, 87, 98].

DMBA
DMBA 7-DMBA -;:[:::A E:'::::ﬁl:lm iyon DMBA Kahntisi
CHs CHs t[—h |:1[. CH;
1 " P- 450 ][ICL;._ ) H.CD ‘“D‘\ N

Sekil 2.11. DMBA’nin karacigerde metabolize edilmesi [13]

Bu reaktif oksijen turevlerinin lipit peroksidasyonunu baslatmasiyla zararli
sonuglar ortaya ¢ikar. Bu nedenle DMBA uygulanmis hayvanlardaki hepatik
lipid peroksidasyonundaki artis, reaktif oksijen turlerinin Gretimini arttirirken

antioksidan mekanizmalarda bir azalmaya sebep olur [13, 98].

DMBA'nin kanserojen mekanizmasi ile ilgili gesitli gorusler olmakla birlikte en

¢cok kabul goren gorus N-ras mutasyonu yaparak surekli htcre bolunmesini
uyardigi yonundedir [13, 99].
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Sekil 2.12. DMBA uygulamasi sonucu olugan N-ras mutasyonu [13]

DMBA ile induklenen I6semide l6semi hucreleri ¢ogunlukla karaciger ve

dalakta birikir. Losemi ilerledik¢e karaciger buyur ve vucut yuzeyinden palpe
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edilebilir hale gelir. Ayak altlarinda solgunluk ve kilo kaybi, ilk asamada
I6semiden sUphelenmek igin yeterli bir ip ucudur. Ldseminin ilerleyen
safhalarinda gunde 2-10 g kilo kaybi, karaciger yetmezligi, I6seminin son
safhalarinda ise asin kilo kaybi ve petesiyal tarzda kanamalar
gozlenmektedir. Losemiyi tespit etmenin en kolay ve guvenilir yolu kan

yayma preparati ve karaciger biyopsisi alma yontemleridir [13].

DMBA uygulamasi sonucu olusan l6semi tipleri

DMBA uygulamasi sonucu olugan I|dsemiler anatomik, histolojik ve

sitogenetik 6zelliklerine goére siniflandirildiginda dort ana tip tanimlanmistir.

Hepatik tip

DMBA ile induklenen I6semilerin % 80’ini bu tip olusturmaktadir. Karaciger
genellikle granuler yapida, esnekligini kaybetmis ve vucut agirhginin % 10-
15’i agirligina ulasmis durumdadir. Dalak agirligi genellikle 1 g'in Ustunde
olup, bazi vakalarda timus ve lenf nodlari buyumus durumdadir. Periferal
kanda hafif ya da orta dereceli |6kosit ylksekligi hastaligin ilerleyen
safhalarinda ortaya cikar ve genellikle 50x10¥( asmaz. Kan yaymasinda
cogunlukla atipik eritroblastlar ve anormal blastlar gorulur. Karaciger histolojik
incelemesinde karaciger sinuslerini iggal etmis anormal derecede buyuk
blastlar gozlenir. Losemi hucreleri, dalakta genellikle dalak hucrelerine
saldirir, lenf folikdlleri ise I6seminin ge¢ fazlarina kadar korunur. Lésemik

infiltrasyon genellikle, lenf nodlari ve kemik iligini en fazla etkiler.

Miyeloblastik tip

Miyeloblastik tipin karakteristik 6zelligi yuksek Iokosit sayisi ve l6semi
hicrelerinde peroksidaz pozitif grantl bulunmasidir. Dalak genellikle
blyimus durumdadir. Karaciger hafif veya normal derecede bulylumis
durumda ve yesilimsi bir renk almistir. Karaciger histolojik incelemesinde
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I6semik  hucrelerin  genellikle  periportal  alanlarda  yogdunlastigi

gozlenmektedir. Trizomi +2 bu tip I6semide genellikle gorilimez.

Lenfoid tip

Losemilerin % 8'i lenfoid tiptedir. LOkosit sayisi yuksekligi ve periferal kanda
¢cok sayida lokosit gozlenmesi tipik Ozelligidir. Dalak buyumuastur ancak
karacier normal durumdadir. Lenfoid ve eritroid |6semilerin birlikte
goruldugu durumlar hari¢ +2 trizomisi gézlenmez.

Timik tip

Losemilerin yaklasik % 3’0 bu tipte olup, blyuk timus, hafif derecede
blyUmus karaciger, asiri derecede bliyumus lenf nodlari ve splenomegali ile

karakterizedir. Bu tipte en belirgin 6zellik palpe edilebilen lenf nodlaridir [13].

DMBA uygulamasi sonucu olusan l6semi tipleri ve karakteristik 6zellikleri

Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. DMBA uygulamasi sonucu olusan l6semi tipleri [13]

Makroskobik Karaciger Hematoloji Karyotip Cekirdek Sekili
Histolojisi

Hepatik Diffuiz Eritroblastik +2 Yuvarlak

(%95,6) Endotel Normal Sekilsiz
Lenfoid Periportal Lenfoid Normal Sekilsiz
(960,1)

Kloroma Periportal Miyeloid Normal Sekilsiz
(9%63,4)
Timik Periportal Timik Normal Sekilsiz
(960,9)
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2.4. Serbest Radikaller ve Nitrik Oksit

Yapilarinda eglesmemis elektron iceren atom veya bilesikler serbest
radikaller olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller normal hicresel
metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dis etkenler aracihgi ile de
meydana gelebilir. Biyolojik serbest radikaller oldukga dayaniksiz ve ayni
zamanda reaktif molekuller olup, elektronlari hicredeki diger molekullerle
etkilesime girerek oksidatif stres meydana getirirler. Oksidatif stres,
organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin oksidanlar lehine

bozulmasi olarak tanimlanmaktadir [7].
2.4.1. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO-) renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit
bir molekulddr. Nitrojen merkezli bir radikal olarak bilinen nitrik oksit
molekiill, gittikce artan enerji seviyelerine gére 1s2 1s2 2s2 2p* 2p? 2p*
seklinde bir elektronik konfigirasyona sahip olup 2p dis orbitalindeki

paylasiimamis tek elektron, bu molekule radikalik 6zellik kazandirir [8].

Orbital Elektron verlesimi

RAY S \Wn]S888

02s
o*1s
ols

Sekil 2. 13. Nitrik oksit molekulinin elektronik konfiglirasyonu [8]
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Nitrojen gazinda (N) iki nitrojen atomu birbirine Uglu bag ile bagli olup, bag
uzunlugu 1,06 A°’dur. Cift bag ile birbirine bagli olan oksijen molekulinde ise
bad uzunlugu 1,18 A°’dur. Nitrik oksit gazinda ise nitrojen ile oksijen atomu
arasindaki bag uzunlugu 1,14 A° olup, iki atomun birbirine 2,5 bag olarak
ifade edilebilecek bir bag ile baglandigini gosterir. Nitrik oksidin saf sudaki
maksimum ¢O0zunurlugu 1 atm basing altinda 25°C’de 1,9 mM, 37°C’de ise
1,4 mM’dir. Radikallerin en dnemli 6zelligi, paylasilmamis elektron igerigi
nedeniyle cok reaktif olmalaridir. Oysa paylasilmamis elektron icermesine
ragmen NO’ nun reaktivitesi son derece duguktur. Bunun baslica nedeni,
paylasiimamis elektronun azot veya oksijen atomlari Uzerinde lokalize
olmamasi, fakat iki atom Uzerinde delokalize olarak bulunmasidir. Benzer
durum c¢esitli halkasal yapidaki organik molekullerde de gorular. Bu tar
molekullerin bazi radikal formlarinin reaktivitesi, paylasiimamis elektronun
tek atom Uzerinde lokalize oldudu radikallerin reaktivitesinden ¢ok daha
azdir. Radikalik tepkimeler yoninden reaktivitesi az olmasina ragmen NO
blylk bir afinite ile organik yapilardaki metal merkezlere baglanir. NO
organik radikallerle difzyon limitine yakin bir hizla tepkimeye girerek nitrojen
iceren organik molekullerin olugsmasina neden olur. Nitrik oksidin biyolojik
molekullerle baslica 6nemli tepkimeleri ise kendiliginden oksidasyonu
sirasinda olusan reaktif nitrik oksit tlrevleri araciliiyla gerceklestirilir [5, 8].
Bu turlerin bir kismi radikal ve/veya oksitleyici olduklarindan saglik igin risk
olustururlar. Radikal 6zellik gosteren nitrik oksit turleri reaktif ve kisa dmurlu
iken, nitrit ve nitrat gibi tlrler ise NO oksidasyonunun stabil son Urtnleridir.
Cizelge 2.2'de verilen nitrik oksit turlerinin énemli bir kismi biyolojik
sistemlerde olusurlar. Vicutta olusan nitrik oksit turlerinin baslica kaynaklari
yine vlcutta olusan nitrik oksittir. Nitrik oksidin tek elektron oksidasyonu ile
nitrozonyum iyonu (NO¥) olusur. Molekdliin tek elektron ile indirgenmesiyle
olusan tur ise nitroksil (NO") iyonudur. Nitrojen oksit tlrevlerinden biri olan
nitrik oksit (NO-) radikali endojen olarak sentezlenebilen ve 6nemli fizyolojik

etkileri olan bir biyomolekuldur [8].
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Cizelge 2.2. Atmosferde ve biyolojik sistemlerde bulunabilen baslica nitrojen
oksit turleri [8]

Formuli Adi Diger Adlari

NO Nitrojen monoksit Nitrik oksit

NO* Nitrozil Nitrozonyum iyonu
NO Okzonitrat Nitroksil anyonu
NO; Nitrojen Dioksit

NO+ Nitril lyonu (Katyonu)

NO2- Nitrit Dioksonitrat

NO; Nitrojen trioksit

NO3 Trioksonitrat Nitrat

NO, Dinitrojen monoksit Nitroz oksit

N202" Dioksodinitrat

ONOO Nitrozoperoksil Peroksinitrit radikali
ONOO Peroksinitrit

ONOOH Peroksinitroz asit

N2O3 Dinitrojen trioksit

N2O4 Dinitrojen tetraoksit

N3 Trinitrojen

N3’ Trinitrit Azid

Nitrik oksit cok yonlu biyolojik haberci bir molekul olup, farkl biyolojik etkilere
sahiptir. Nitrik oksit baslangicta gesitli biyolojik fonksiyonlarin regllasyonunda
rol alan, hiicre ici ve hicreler arasi bir haberci molekil olarak tanimlanmistir.
Bu gobreviere verilebilecek en temel Ornekler sinir sistemindeki
ndrotransmitter fonksiyonu ve damar duz kaslarinin gevsemesine olan
etkileridir. Nitrik oksitle yapilan sonraki c¢alismalar nitrik oksidin l6kositlerin
endotel hicrelerine yapismalarinda, inflamasyonlu dokuya I6kosit goctinde,
platelet agregasyonunun inhibisyonunda, damar gegcirgenliginin kontrolinde,
penil ereksiyonda, immun sistem fonksiyonlarinda, bagirsak ve bobrekler su
ve tuz emilimi fonksiyonlarinda da duzenleyici rol oynadigini goéstermistir
Nitrik oksidin hucreleri sitotoksik etkilere karsi koruyucu etkileri de
tanimlanmistir. Radikal 6zelligine sahip olan nitrik oksit, bu 6zelliginin geredgi
olarak basta oksijen radikalleri olmak Uzere diger atom merkezli radikallerle
tepkimeye girerek, kendisinin ve tepkimeye girdigi radikalin radikallik
Ozelligine son verir. Bu ozelligiyle nitrik oksit tokoferoller ve askorbik asit

benzeri bir antioksidan o6zellik kazanir. Belirtilen dizenleyici ve koruyucu
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etkilerinin yani sira sitotoksik etkilere de sahiptir. Normal fizyolojik
homeostatik kontrolde gorev alan nitrik oksit ¢esitli inflamasyon ve cesitli
hastaliklarda sentezi artan ve sonucgta doku hasarina katkida bulunan
etkenlerden biridir. Artrit ateroskleroz, doku enfeksiyonlari, dejeneratif
noronal hastaliklar, diyabet ve pek ¢ok diger hastalikta NO sentezi artar ve
uretilen NO doku hasarina dogrudan sebep olur. Nitrik oksidin sitotoksik
etkilerinin molekuler dizeydeki nedeni, nitrik oksitten kaynaklanan serbest
radikallerin enzim inhibisyonlarina, zar lipitlerinin oksidatif yikimina ve
hicresel antioksidanlarin tuketimine neden olmalaridir. Nitrik oksidin

bahsedilen ¢ok yonlu etkileri agsagida 6zetlenmigtir [5, 8].

Nitrik oksidin Duzenleyici etkileri

e DUz kaslarin gevsemesi

e Hucre adhezyonunun kontrolu

e Platelet agregasyonunu inhibisyonu
¢ Renal ve intestinal gorevleri

e Damar gecirgenligine etkileri

e immiin sistemdeki fonksiyonlari

Nitrik Oksidin Koruyucu Etkileri

e Antioksidan olarak islev gorur.
e Antiinflamatuar etkileri vardir.

o TNF toksisitesine karsi etkileri bulunmaktadir.

Nitrik Oksidin Zararh Etkileri

¢ Antioksidanlari tUketmesi
e Enzim inhibisyonlari

e DNA hasarlari
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e Lipit peroksidasyonu

e Diger toksik etkenlere duyarliligi arttirmasi [8]

Nitrik oksidin sentezi igin kullanilan éncul biyolojik molekdl arjinin amino asidi
olup, nitrik oksidin arjininden biyosentezi iki basamakta gerceklesir.
Tepkimenin ilk basamaginda arjinin guadino nitrojeni (N") hidroksillenerek
NW-Hidroksiarjinin (N-OH-Arjinin) olugur. Bu ara urun oldukga stabildir ve
istenirse tepkime ortamindan izole edilebilir. Enzime siki bagli olan ara urun,
ikinci asamada sitrulin ve nitrik okside gevrilir. Enzimatik NO sentezinin her iki
asamasi da enzimin birer monooksijenaz aktivitesi sayesinde gerceklesir.
Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan bir mol arjininden bir mol NO sentezi icin
2 mol oksijen ile 1,5 mol NADPH kullanilir. Kullanilan oksijenlerin iki atomu
suya indirgenirken, diger iki oksijen atomu NO ve sitrulin olusumuna katilir.
Nitrik oksidin yapisindaki oksijen atomunun kaynagi, ilk monooksijenaz
aktivitesi ile arjinine katilan atomdur. Sitrulindeki oksijen atomunun kaynagi
ise ikinci monooksijenaz tepkimesi sirasinda kullanilan oksijendir. Nitrik
oksidin arjinin amino asidinin guadino nitrojenininden sentezi sirasinda
nitrojen atomu 5 elektronluk bir oksidasyona ugrar. Arjinin N-hidroksi-arjinine
cevrilmesi sirasinda substratta iki elektronluk oksidasyon; N-hidroksi-
arjininden NO ve sitrulin sentezi sirasinda ise ayni nitrojen atomunda Ug¢
elektronluk oksidasyon daha gergeklesir. Bu tepkimeler sirasinda elektron
alici koenzimlere gerek yoktur ve oksidasyon ile kaybedilen elektronlar iki
oksijen molekllinin suya indirgenmesinde kullanilir. Tepkime igin gerekli

olan ug elektron da NAPH’dan temin edilir [5, 8].
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Sekil 2.14. Nitrik oksit sentaz tarafindan katalizlenen arjinin amino asidinden

nitrik oksit sentezi [8]

Belirtilen arjininden NO sentezi sadece insanlara 6zgu bir olay olmayip,
memelilerde dahil olmak Uzere gok cesitli canh tirleri NO sentezlemekte ve
sentezlenen NO cesitli biyolojik faaliyetlerde kullaniimaktadir. Arjininden
kaynak alan NO sentezi kuslar, baliklar, omurgasizlar hatta bitki ve

bakterilerde de gosterilmigtir [8].

Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin konstituf (cNOS)
indUklenebilir NOS (iNOS) olmak Uzere iki temel izoformu bulunmaktadir.
Konstitif enzimin ayrica iki formu bulunmaktadir. Bunlardan biri endotelial
NOS (eNOS), digeri ise néronal NOS (nNOS)'dur [5].

Konstituf Nitrik Oksit Sentetazlar (cNOS)

Endotel hicreleri uyarildiklari zaman, aninda NO uretmeye baslarlar. Uyariya
ani cevap olusmasi, NO sentezini katalizleyen enzimin konstituf bir enzim
oldugunu ve uyariya yanit icin yeni bir protein sentezinin gerektirmedigini
gosterir. Endotelyal NOS kofaktér olarak NADPH ve Ca*?/kalmoduline ihtiyac
duyar ve NG-Metil-L-Arjinin (L-NMA) ve NG-Nitro-L-Arjinin (L-NNA) gibi
arjinin analoglari tarafindan kompetetif olarak inhibe edilir. Uyaricilarla

hiicrede gecici olarak yiikseltilen sitoplazmik Ca*?, Ca*’/kalmodulin
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kompleksi seklinde eNOS’u aktive eder. Endotel hucreleri tarafindan
sentezlenen NO, difUzyonla duz kas hucrelerine gecgerek, guanilat siklazi
aktive edip, cGMP seviyesini arttirir ve diz kaslarda gevsemeyi saglar.
Kalsiyum pompalarinin sitoplazmik kalsiyum derisimini disurmesi ile eNOS
aktivasyonu sona ereceginden; eNOS tarafindan kisa sure ile dusik
derisimde NO sentezi saglanir. Konstituf NOS enzimlerinin ikinci formu ise
néronal NOS (nNOS)dur. Bazi néronlarin NMDA veya glutamat ile
uyarilmasiyla enzim aktivitesi U¢ katina cikar ve zamanda cGMP seviyesi
artar. Bu hucrelerdeki NO ve cGMP sentezi L-NMA ve L-NNA tarafindan
inhibe edilir. Noronal enzimin aktivitesi kalsiyum kalmodulin bagimhdir.
Konstitiif enzimler aktiviteleri icin Ca*™ ve kalmoduline bagiml olduklarindan,
saflastirma c¢alismalari sirasinda aktiviteleri élgulirken bu koenzimlerin deney
ortamina ilave edilmeleri gerekir. NNOS, cerebral cortex, hipokampus ve
corpus striatumda ve serebellumdaki butin basket hicreleri granullerinde
bulunur [8].

Konstitlf nitrik oksit sentaz enzimlerinin bazi ozellikleri

e Sitoplazmada nNOS veya zarda lokalize olan eNOS enzimleri bu
sinifa girer.

e NADPH bagimli ve P-450 tipinde hemoproteinlerdir.

e L-arjinin analoglari tarafindan inhibe edilirler.

e Ca'¥/Kalmodulin bagiml enzimlerdir.

o Kisa sureli NO sentezini katalizlerler.

o Aktiviteleri gok dusuk olup, dakikada miligram enzim basina pikomol
seviyesinde enzim sentezlerler.

e Enzimlerin sentezi ve aktivitesi glukokortikoidlerden etkilenmez.

e Endotelial tipi olan eNOS mast hucreleri, plateletler, pankreasin 8
adaciklarinda ve vaskuler diz kas hucrelerinde bulunur.

e Noronal tipi olan nNOS ise sinir sistemi, adrenal bezin medulla ve

korteks kisminda ve astrositlerde bulunur [8].
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indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

NOS enzimlerinin induklenebilir izoformu olan iINOS alt birim olarak
kalmoduline ihtiya¢ duyar. Aktivitesi igin hucre igi kalsiyumun artmasi gerekli
degildir. Normal hucre kalsiyum derisiminde aktif formda bulunan bu enzim
aktivitesi, artan sitoplazmik kalsiyum derisiminden etkilenmez. iINOS
enziminin sentezini polisakkaritler gibi ¢esitli bakteriyel Grtnler ile inflamatuar
sitokinler (interferon- gama, IL-1,IL-2,TNF-a vb.) indikler. iINOS sadece
fagositik 16kositlere 6zgu bir enzim olmayip uygun induksiyon saglandiginda
batin cekirdekli hicreler bu enzimi sentezleme yetenegine sahiptir. iINOS
fotal ve erigkin akciger dokularinda indiksiyonu olmadan da bulunmaktadir.
Bu bulgu, iINOS izoformunun bazi dokularda konstitif olabilecegini
dusundurmektedir. Konstitif enzimlerinin aksine, fagositik I0kositler ve diger
hicre tarlerinde bulunan induklenebilir nitrik oksit sentaz enzimlerinin
aktivitesi Olgulmeyecek kadar azdir ya da hi¢ yoktur. Bu enzim aktivitesinin
Olculebilmesi igin mesajci molekullerle protein sentezinin induklenmesi
gerekir. iINOS’un induksiyonu cesitli bakteriyel Grtnlere (LPS gibi) ve
proinflamatuar sitokinlere bagimhdir. Aktivitesi kalsiyum bagimli olmayan
INOS alt birim olarak kalmoduline ihtiya¢c duyar. Kalmodulin alt birimi INOS

enzimini aktif bir konformasyonda tutar [5, 8].

Induiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin bazi 6zellikleri

e Sitoplazmik bir enzimdir.

e NADPH bagimli ve P450 tip bir hemoproteindir.

e L-arjinin analoglari tarafindan inhibe edilir.

e Kalmodulin iINOS’un bir alt birimidir ve enzim aktivitesi kalsiyum
bagimh degildir. Enzimin aktivitesi, transkripsiyon asamasindaki
kontrol ile duzenlenir.

e Uzun sureli NO sentezini katalizleyen enzimdir.

e Enzimim aktivitesi yuksektir. Enzimin miligrami bagina dakikada

nanomol seviyede enzim sentezlenir.
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Enzimin indUksiyonu glukokortikoidler tarafindan inhibe edilebilir.

Konstitif enzimin aksine, uygun indukleyicilerle uyarildiginda bir¢ok
hidcre turt inos enzimini sentezler. Makrofajlar, PMN-IOkositler, T-
lenfositler, kondrositler, hepatositler, Kupffer hicreleri, bobrek, retina
ve badirsak epitel hcreleri, fibroblastlar, keratinositler, vaskiler diz
kas ve cizgili kas hucreleri, mezengial hucreler, mezotelyal hucreler,
beyin endotal hucreleri, mikroglia hucreleri, astrositler, pankreasin
Langerhans adaciklari, HL-60 |6semi hcreleri, noéroblastoma

hicreleri, adenokarsinoma hcreleri vb. [8].

Uyarilmasindan sonra iNOS enziminin sentezlenmesi birka¢ saat iginde

gerceklesir. Sitokinlerle indiksiyondan 24 saat sonra NO sentezi en ylksek

seviyeye cikar ve sonra hizla duser. iINOS’'un mRNA dizeyi en yuksek

seviyesine 16. saatte ¢ikar ve maksimum NO sentezi suresince duser. iINOS

aktivitesi koenzim olarak tetrahidrobiopterin bagimlidir; FAD ise enzim
aktivitesini arttirir [8, 46, 91].

Sekil 2.15. indlikleyici ajanlarla iNOS sentezinin aktivasyon mekanizmasi



Cizelge 2.3. Baglica NOS formlarinin dagilimi ve aktivatorleri [8]
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izoform Kromozomu Enzimi igceren Hiicreler Enzimin
Aktivasyonu
nNOS 7,26 Ekzon Beyin Asetil kolin
21 kb Bagirsaklar Bradikinin
idrar Yollari Ca™ iyonoforlari
Ureme Organlari Histamin
Nonadrenerjik Néronlar Lokotrienler
eNOS 12;28Ekzon Endotel Hucreleri Seratonin
>100 kb Mast Hucreleri Trombin
- Duz Kas Hucreleri
- Notrofiller, Plateletler
iNOS 17,26 Ekzon - Makrofajlar, Nétrofiller LPS
37 kb - Solunum Yolu Epitel | TNF-a
Hucreleri TNF-B
- Fibroblastlar IL-1ve 2
- Mast HUcreleri

2.5. Hicre Dongilsii ve Apoptoz

Saglikli bir hiucrenin bir bdlinmenin sonundan diger boélinmenin basina
kadar gecirdigi surece hlicre dongusu denir ve kendi iginde G0,G1,G2ve M

olmak Uzere dort ana bolime ayrilir [1].

Hucre dongusinin mitoz evresinden sonraki G1 evresinde buyldyen ve
farkhlasan hucreler GO dinlenme evresine gegcmektedir. GO evresinde
hicredeki tim biyokimyasal aktiviteler devam etmektedir ancak GO’daki
hicreler bolinme faaliyetini gerceklestiremez. Hucrenin GO’dan cikip tekrar
hicre dongusitne katilmasi igin buyume faktorleri sitokinler ve tumar viruslari
gibi mitojenik etkenlerle uyarilmasi gerekmektedir. Bu etkenlerle uyarilan
hicre tekrar G1 evresine girecektir ve hucre bdlinmesi ile sonuglanacak
asamalardan sirasiyla gegecektir. Hlicre dongusinin hayati 6nem tasiyan

asamalari ve hucre bolinmesi olaganustli mekanizmalarla korunmaktadir. Bu
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kontrol mekanizmalarindaki herhangi bir bozukluk kontrolsiz hucre

bdlinmesine yani kanser olusumuna yol agacaktir [4].

Hucre cekirdedinde yer alan hicre bolinmesinde gorevli biyokimyasal
mekanizmalar ektraselluler duzenleyici molekuller olan mitojenlerle aktive
edilmektedir. Bunlar buyume faktorleri ve sitokinlerdir. Buyumeyi dizenleyici
proteinler  protoonkogenler tarafindan sentez edilmektedir. Hucre
buyumesinin kontrolinden protoonkogenler sorumlu iken buyumenin gerekli
zamanlarda sinirlandiriimasindan ise tUmor baskilayici genler pRB, p53, p21
proteinlerini sentezleyen genler sorumludur. Protoonkogenlerin cesitli
etkenlerle onkogen haline doéntsumu, hicre bdélinmesinin  kontrol
mekanizmasini bozup kanser olusumuna yol agmaktadir. Yasamsal iglevini
tamamlayan veya gorevini yerini getiremeyecek kadar hasara ugramis
hicreler ise programlanmis hicre 6lumu apoptoz mekanizmasi ile yok
edilmektedir. Cok dizenli ve titiz bir sekilde kontrol edilen hiicre déngusu,
hicre buyumesi ve hucre bolunmesi igin organizmanin yarattigu bir
programdir. Hlcre turlne gore hidcre dongusunun suresi bir dakika ile bir
sene arasinda degismektedir. Hucre dongusu G1, S, G2 ve M olmak Uzere
dort evrede gerceklesmekte bu asamalardan sonra hicreler GO dinlenme

evresine gegmektedir [4, 85].

Hucre tipine gore degismekle birlikte genellikle S evresi 6-8 saat surer ve S
evresinde DNA replikasyonu, kromozomlarin eglenmesi, RNA ve protein
sentezi olmaktadir. Bolinme ve sentez arasi sureyi belirleyen G2 evresi
suresince DNA sentezi olmamakta ancak RNA ve protein sentezi devam
etmektedir. Gerceklesen sentez olaylari ile hucre buyuklugu iki katina
ulasmaktadir. Mitoz bolinme c¢ekirdek bolinmesi ve sitoplazma bolunmesi
yani sitokinez M evresinde gerceklesmektedir. Cekirdek boélinmesi profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz olmak Uzere dort evrede gerceklesmektedir. Bu
evreler esnasinda c¢ekirdek zari erimekte, kromatin kisalip kalinlasarak
kromozomlari olusturmakta, es kromozomlarin her bir seti hlcrenin zit

kutuplarina gekilmektedir. Son farklilagsma asamasini tamamlayan hicreler
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hicre dongusu disinda bir dinlenme evresi olan GO evresine ge¢gmektedir.
GO evresi hucresin turine goére bir saat, bir yil veya hucrenin tim yasami
boyunca surebilir. GO evresindeki hlicre tekrar mitojenlerce uyarildiginda
tekrar G1 evresinin basindan hicre dongusune katiimaktadir [4].

Gy siklin ¢ o

pargalanmasi . *

Gy CDK O S siklin

S CDK

M siklin

M siklin pargalanmasi MCDK S siklin parcalanmasi

Sekil 2.16. Hlcre déngusu evreleri ve kontrol noktalari [52]
2.5.1. Hucre dongusiiniin gelisimi ve diizenlenmesi

Hlcre buylmesi ve bolinmesi bircok biyolojik molekll ile kontrol
edilmektedir. Buylime, hicre dongusu ve bolinme evreleri buylume faktorleri,
sitokinler, onkogenler, siklinler ve siklin bagimli proteazlar (CDK) gibi
proteinler araciyla koordinasyon iginde duzenlenmekte, evrelerin herhangi
birinde DNA hasari gibi bir aksaklik s6z konusu oldugunda timoér baskilayici
genler olan p53, p21, Rb ve CDK inhibitorleri donguyu tamamen
durdurmaktadir. Ekstraselluler uyari ile baslayan hicre buylumesi hicresel
kaynakli duzenleyici mekanizmalar ile koordinasyon iginde yurutulmektedir.
Hucre dongusunun basalatilmasi ve surdulmesi igin mitojenlerin yani sira
hicrenin diger hicrelerle temasi ve ektraselliler matrikse baglanmasi da
onem tasimaktadir. Buyumu faktorleri ve sitokinler gibi mitojenlerle tetiklenen
hicre doéngusinin sonlandiriimasinda etkili olan faktoérlerden biri hicrenin

kaderinler araciliyla diger hucrelere temas etmesidir. Hucrenin ektraselltler
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matrikse integrinler ile baglanmasi sonucu hicre dongusu duzenlenmektedir.
Hucre dongusunun duzenlenmesinde mitojenler ve integrinler birlikte gorev
yapmaktadir. GO evresindeki bir hicre bluyume faktorleri, sitokinler ve
onkogenler ile uyarildiginda S evresine gegis hazirliklari baslamaktadir. S
evresinde DNA sentezinde gorevli enzimler ve deoksiribonukleotidlerin
sentezi igin gerekli genlerin ekpresyonu sarttir. Genlerin uyariimasi igin
transkripsiyon faktoérleri olan Jun, Fos, NF-AT, NF-kB ve Myc fosforillenerek
ve cekirdege transloke olarak iligkili genlerin uyariimasini saglamaktadir.
Siklinler, CDK ve EZ2F sentezi gergeklesmektedir. Transkripsiyonel
duzenlemeyi saglayan E2F, G2 evresinden S evresine gegisi saglamaktadir.
Mitojenlerin reseptdrlerine baglanmasiyla aktiflenen protein kinazlar (MAPK)
Ras ve Jak ikinci habercilerle transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek
kinazlari protein kinaz C ve ERK uyarmaktadir. G1 evresinden S evresine
gegiste gerekli olan E2F bu asamada aktif hale getiriimektedir. G1
evresinden S evresine gegisteki restriksiyon noktasinin asiimasi icin gerekli
olan E2F transkripsiyon faktorinin aktiflenmesi sonucu DNA replikasyonu
icin gerekli olan proteinler ile deoksiribonlUkleotidler ve duzenleyici
proteinlerden (siklinler ve protein kinazlar-CDK) bazilari sentez edilmektedir.
Tumor baskilayici gen drund olup ayni zamanda hucre dongusunu
dizenleyen retinoblastoma (Rb) proteini tarafindan E2F inhibe edilmektedir.
E2F’in Rb tarafindan inhibisyonu ile G1 evresinden S evresine gegis icin
gerekli proteinleri sentezleyen genlerin ekspresyonu durdurulmus olur ve
hicre donglsunin devam etmesi engellenmektedir. Hicre doéngusinin
evreleri protein kinaz ailesi (CDK) tarafindan kontrol edilmektedir. Hicrenin
metabolik aktiviteleri i¢cin gerekli olan proteinleri aktifleyen bu kinazlar hicre
boélinmesini dizenlemektedir. Protein kinazlarin aktiflenmesi icin gerekli olan
siklin protein ailesi Uyeleri siklin A, siklin B, siklinC, siklin D; CDK sinifi
proteinler arasinda ise CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5 ve CDKG6
bulunmaktadir. Hucre doéngusunun degisik donemlerinde siklin-CDK
kompleksleri farkli kombinasyonlardadir. G1 evresi asamalarinin orta ve son
donemlerinde siklin D-CDK4 ile siklin D-CDK6 kompleksleri aktif iken; G1
evresinin ge¢ donemlerinde siklin E-CDK2, S evresinde siklin A-CDK2, G2
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ve M evrelerinin anafaz suresince ise siklin B-CDK1 iglev gormektedir. Hucre
dongusli esnasinda genomun iki hilcreye esit olarak aktarilip
aktariimadiginin saptanmasi ig¢in hucre dongusunun belirli agsamalarinda
kontrol noktalari bulunmaktadir. Bu kontrol noktalari G1, G2 ve M evrelerinin
son asamalarinda olup iki kontrol noktasi arasi yapilan iglemlerin
dogrulugunu kontrol etmektedirler. Ornegin, sentezlenen DNA hasarli veya
tam olarak replike edilememis ise dongi M evresine girmeden G2’de
durdurulmaktadir. DNA replikasyonundaki hasarlar tespit edildiginde G1
evresinin sonunda dongu inhibe edilmekte hasarin onarilmasi sentezin
tekrarlanmasi  saglanmaktadir. Hucre bodlinmesi esnasinda yavru
kromozomlar ig iplikleri Uzerine dizgun bir sekilde yerlesememisse dongu
mitoz esnasinda durdurulmaktadir. Anafazin baslamasi ise anafaz tesvik
edici kompleks (anaphase promoting complex) APC tarafindan kontrol
edilmektedir. DNA hasari giderilinceye kadar hicrenin S veya M evrelerine
gegcisi kontrol noktalarinca engellenmektedir. G1 evresinde tespit edilen orta
dereceli DNA hasarlari timér baskilayici gen p53’Gn sentezledigi 53 kDa
bayukligunde bir protein sayesinde onarilmaktadir. p53’Un sentezledigi
protein p21 proteininin sentezini saglamaktadir. p21 proteini ise siklin-CDK
kompleksini inhibe ederek donguyu hasarin buyuklugune gore durdurmakta
veya askiya almaktadir. Hasar onarilabilecek boyutlarda ise kontrol
noktalarinda durdurulup DNA sentezinin tekrarlanmasi veya hasarli
bdlgelerin onarilmasi saglanmaktadir. Hasar onarilamayacak kadar blyuk ise

p53 hlcreyi apoptoza yonlendirmekle gorevlidir [4, 41].

2.5.2. Apoptoz

Yunanca kelime anlami ayrilip dusmek olan apoptoz, biyolojik bir terim olarak
bir dizi biyokimyasal degisiklik ile gbzlenen, programlanmis hicre o6lumu
olarak tanimlanir. 1972'de Kerr ve arkadaslari tarafindan tanimlanan apoptoz
nekrozu bilinen tek hidcre 6lum mekanizmasi olmaktan ¢ikardi. Zamanla
apoptozun embriyonik donemden 6lume kadar homeostazin surdurulmesinde

birgok rolu oldugu anlasildi [4, 45].
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Doku homeostazisi proliferasyon ve apoptozisin dengesinin saghkl bir
sekilde sirmesine bagldir. Bu dengenin bozulmasi ise basta kanser olmak
uzere birgok hastaliga yol agmaktadir. Apoptoz bilinen iki yol vasitasiyla
gergeklestirilir.  Bunlar hicre icinde baglayan sinyallere dayanan
mitokondriyal igsel yolak ve hucre digi uyaranlarla aktive olan ekstrinsik
(digsal) yolaktir. Oksidatif stres, mitokondriden sitokrom c¢ salinimi, kaspaz
proteazlarin aktivasyonu, endonukleazlarin aktivasyonu gibi molekuler olaylar

ve eksternal uyaranlar apopitozu baslatabilir [41].

Apoptoz, tek bir hicrede, bluzisme ve c¢evre hucrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel bluzismenin nedeni, Na, K, Cl tasiyici
sisteminin durmasi nedeniyle hucre ici ve disi arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarim alan hicre, hacminin yarisina duser, gevre ile
olan baglantilarini keser ve mikrovilluslari kaybolur. Elektron mikroskobunda
g6zlenen degisikliklerde, oncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olugur; bu yapi zeiozis olarak tanimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir. Hucre zarinda i¢ yuzeyden disariya fosfatidilserin translokasyonu
olur. Plazma ve ¢ekirdek kondansasyonunu takiben kromatinin kimelenmesi
sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin baslamasinin hemen Oncesinde
sitozolik Ca'™ diizeyinde ©6nemli bir artig olmaktadir. Kromatin
kondansasyonu, nukleozomlar arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmasi ile
karakterizedir. 180-200 baz ciftinden olusan parcalar, elektroforezde ip
merdiven gériintiisii  olusturur. interniikleozomal DNA pargalanmasinin
kalsiyum artisina duyarli endonukleazlar ile oldugu ileri suriimektedir.
Endonukleazlar timositler gibi bazi hucrelerde yapisal olarak bulunur, bazi
hicrelerde ise apoptozun baglamasindan once transkripsiyon ile olusturulur.
Hucrenin pargalanmasiyla nukleer materyal iceren zarla gevrili apoptotik
cisimcikler olusur. iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarinin bir
Ozelligidir. Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin ve dig tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak

dagiimiglardir. Normal hicrelerde bu asimetri ATP’ye bagl translokaz ile aktif
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olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu fosfotidil serinin dig yuzey tabakaya
yerlesmesi ile sonuglanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu igin bir
uyaridir. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon
olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hucreler tarafindan
fagosite edilirler. Apoptoz 30-60 dakika gibi bir sirede tamamlanir Hucre
iskeleti apoptozda onemli bir role sahiptir ve stabilizasyonu apoptozu
engellemektedir. Apoptotik hucrelerin dokudan uzaklastirilmasi ve yerine
yenilerinin konmasi ise giinliik 1x10* hiicre olarak tahmin edilmektedir ve bu
yetigkin bir bireyin total vicut agirhginin her 18-24 ayda bir degismesi
demektir [45].

Nekroz ise apopitozdan farkli olarak pasif hicre olimudur. Nekrozda
apopitoz igin gerekli olan RNA, protein sentezi, yeni enzim aktiviteleri

gereksinimi yoktur [4].

Nekrozda apoptozdan farkli olarak hicresel buzisme yerine sisme olur, bu
nekrozun erken belirtisidir. Patolojik hucre 6lumu yani nekrozun klasik
nedenleri icinde ise hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs siklusu ya da
glikolizisin inhibisyonu, otolizis, hipoksi ve c¢esitli toksinler yer alir. Hucre
tarafindan genlerle programlanmayan ve gesitli dis etkenlerle gerceklesen
nekrotik hicre 6limunde; enerji depolarinda ani azalma ile birlikte hicre
zarinin gegirgenligi bozulur ve sodyum ile suyun hlcre icerisine girmesine
neden olur, bdylece hicre siser. Ayrica hucreyle birlikte mitokondirilerde de
sisme gozlenir, diger organeller ise plazma iginde dagilir. Sisme sonucunda
hicre zarn patlar ve buatinliguni kaybeder, proteolitik enzimler igeren
plazma, hiicreler arasi bosluga sizar, doku cevresinde inflamasyon ile birlikte
zedelenme olusturur [45].
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Cizelge 2.4. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar [4, 86]

Ozellik Apopitoz Nekroz
Dagihim Dokuda tek tek dagilmis Komsu hucre gruplarini da
hlcrelerde meydana gelen etkiler.
olumlerdir.
Nedenler Fizyolojik ve/veya patolojiktir. Daima patolojiktir.

Isik Mikroskobu Gériintiisii Apoptoza ugrayan hicre ¢ekirdek | Hucre sinirlar dizensiz

kalintilari iceren oval veya olup bazofili kaybi vardir.
yuvarlak eosinofilik partikullere Cekirdekte piknoz,
dénusmektedir. karyoreksis, karyolizis
gorilebilir.
Eksudatif yangi ve Notrofil Gorulmemektedir. Genellikle gorilmektedir.

infiltrasyonu

Apoptozun organizmadaki etkileri baglica tg¢ baslik altinda toplanabilir. Bunlar
apoptozla ilgili fizyolojik olaylar, apopitozun inhibisyonu sonucu olusan

patolojik olaylar, apoptozun aktivasyonu ile iligkili patolojik olaylardir.

Apopitozla ilgili fizyolojik olaylar

e Fetusun implantasyonu

e Menstruasyon

e Embriyogenez

o Fetal geligsim sUrecindeki organogenez
¢ Menapozda follikil atrezisi

e Laktasyon sonrasinda meme bezleri regresyonu

Apopitozun inhibisyonu ile ilgili patolojik olaylar

e Kanserler
e Otoimmun hastaliklar

e Latent viris enfeksiyonlari
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Apopitozun aktivasyonu ile iligkili patolojik olaylar

e Norodejeneratif bozukluklar
Amiyotrofik lateral skleroz
Parkinson Hastaligi
Huntington Hastaligi
Spinoserebellar Ataksi

e AIDS

e Aplastik Anemi

e Toksik Karaciger Hasari

e Miyokard infarktisu [4].

Apoptotik Reseptorler

Sitokinler hedef hulcrelerde spesifik reseptorlere baglanarak hucre
proliferasyonu ve diferansiyasyonunu kontrol etmektedir. Sitokinler yapisal
Ozelliklerine 3’e ayrilir. Bunlar TNF(Tumoér Nekroz Faktoér), sitokin bagimli
bayume faktori ve helikal yapili sitokinlerdir. Apoptotik reseptorler TNF
reseptor gen ailesine aittir. Bilinen apoptotik reseptorler Fas (APO-1/CD95),
TNF-R1 (TNF reseptori—1), TNF-R2 (TNF reseptori—2), DR3 ve DR6 dir.
Fas Ligand (FasL) ve TNF Ligandin apoptozu baslatmak Uzere hedef

hicredeki reseptorine baglanmasiyla apoptoz kaskadini baslatir [40].

Hicrede apoptozun dizenlenmesi

Hucrede apoptozun dizenlenmesinde sistin protezalar (kaspazlar) ve Bcl-2

gen ailesinin drtind olan iki proteinin aktif rol oynadigi belirlenmistir.
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Sistein Proteazlar (Kaspazlar)

Kaspazlar hlcrede inaktif proenzimler halinde bulunup, proteolitik hidroliz ile
aktive edilmektedirler. Memeli hicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan
kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif

prokursorler olarak bulunur.

Onciil Parca Buytk Alt Birim Kiigiik Alt Birim
DED-CARD 520 510

Sekil 2.17. Kaspazlarin yapisi [53]

Diger adi ile ICE proteazlardir ve bir proteaz aktivasyon dizisi baglatarak
sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadir, bu sirada nukleazlar da
aktive  olarak DNA fragmentasyonu ve RNA  degradasyonu
gerceklesmektedir. Salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan sorumlu
enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Simdiye kadar sitozolde bulunan 14
kaspaz tanimlanmigtir, inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak
tanimlanan ICE, prokaspaz-1 olarak isimlendirilmistir. Kaspazlar bir seri
olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive ederler. Kaspazlar; sitokin
uretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1,4,5,13), proteolizisin basglaticilari
(kaspaz 2,8,10) ya da uygulayicilari (kaspaz 3,6,7) olarak siniflandiriliriar.
Olim sinyali veren baslatici kaspazlar, adaptére baglanirlar ve o6lime
yonlendirirler ama infazi gerceklestirmezler bunu yapacak olanlari
aktiflestirirler. infazi gergeklestiren uygulayici (effektér) kaspazlardir.

Uygulayici kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler [40, 41].
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Sekil 2.18. Kaspazlarin aktivasyon basamaklari [44]

Apoptotik  programin  merkezinde kaspazlar bulunmaktadir. Kaspaz
aktivasyonu hlicreye 06zgl olup, kaspaz inhibitérlerinin (IAP) effektor
kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi gosterilmigtir. Ayrica |IAP
(Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayri olarak, transkripsiyon
faktorlerin modulasyonu ve hilcre siklusunun kontrolinde de yer alarak
apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign hucrelerde asiri

artmis olarak gozlenirler ve kanserlesmede 6énemli rol oynarlar [36, 45].

Bcl-2 Gen Alilesi

Bu gen ailesinin UrlinU olan proteinler kaspaz aktivasyonunu duzenleyerek
apopitozu uyarmakta veya inhibe etmektedir. Bcl-2 mitokondri dig
membraninda lokalize olup, mitokondriden sitokrom-c salinimini buna bagli
olarak da efektor kaspazlarin aktivasyonunu onleyerek etki gostermektedir.

Sitozolde bulunan ve uygun bir uyari sonucu yapisal degisiklige ugrayarak
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mitokondri membranina giden bax, sitozolde mitokondriyal sitokrom-c
salinmasina neden olmaktadir. Benzer sekilde islev gorerek bid ve bax

proteinleri de apopitozu uyarmaktadir [4, 40].

Hidrofobik cep G
tBid
I:; ,_/:’ o —”-/
B

s —

Bax j /}

Kaspaz Aktivasyoru

,I T @ Mitokordri Dz Membran
/_\O (_\G Mitokardri I Membran

Sekil 2.19. Bax gen ailesinin aktivasyonu [54]
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Sekil 2.20. Memeli hicrelerindeki iki ana apoptotik yolak ve isleyisi [44]

2.5.3. Nitrik oksidin apoptozdaki etkileri

Nitrik oksidin apopitozdaki etkileri hucre tipine bagh olarak proapoptotik ya da
antiapoptotiktir. Ornegin, entotel hiicrelerinde ve hepatositlerde antiapoptotik

olan NO; duz kas ve tumor hicrelerinde proapoptotik etkiye sahiptir [57].
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Nitrik oksidin apopitotik etkileri genel olarak cGMP/PK G sisteminden
bagdimsizdir. Bunun nedeni stabil cGMP analoglarinin apoptotik etkileri
olmamasidir. Bu nedenle NO’nun apoptotik etkilerini S-nitrozasyonu/ADP-
ribozilasyonu yoluyla yaptigi kabul edilir. S-nitrozasyonu ve ADP
ribozilasonunun hicre de enerji metabolizmasini bozdugu bilinse de,
apoptozun inhibisyonu i¢in bagka mekanizmalarin olmasi da gerektigi yaygin

bir gorustur [8].

Nitrik okisitin diger bir etkisi de p53 tumor baskilayici protein sentezini
arttirmasidir. NO vericilerinin makrofajlarda apopitozu indiklemeleri sirasinda
p53 birikimi de olur. Duz kas htcrelerinde iNOS indiksiyonu ile sentezlenen
nitrik oksit p53 sentezini arttirarak bu hucrelerde apopitoza neden olur. Duz
kas hdcrelerinde p53 ile induklenen apopitozun, hicrenin tiyol redoks
durumuna bagh oldugunu ve glutatyon derisiminin azalmasi ile p53
birikiminin arttigi  goérllmustir. Zari gecgebilen GSH tlrevleri (glutatyon
monoetil ester) NO bagdimli p53 birikimini énlemekte ve hicreyi apoptozdan
kurtarmaktadir [4, 37, 38].

Nitrik oksit transkripsiyon sirasinda ve sonrasindaki bazi etkileri apoptozu
baskilayabilir. Ornegdin NO karacigerde apopitotik bazi proteinlerin sentezini
indUkler. Nitrik oksit tarafindan sentezi indtklenen HSP-70, karacigerde TNF-
a ve aktinomisin-D’nin neden oldugu apoptozu inhibe eder. B-hlcrelerinde
apopitotik etkiye sahip olan Bcl-2 protein sentezi NO tarafindan arttirilir.
Hucreleri oksidatif hasara karsi koruyu proteinler olan hem oksijenaz-1 ve

ferritin sentezi de NO tarafindan arttirimaktadir [8, 88].

Apoptotik sinyal iletiminin anahtar proteini kaspaz enzimleridir. Apoptotik
uyari sirasinda (6rnegin TNF-a ile uyari, Fas reseptor aktivasyonu, bliyime
faktorlerinin yoklugu durumlarinda) sistin proteazlar olan kaspaz enzimleri
aktive olurlar. Kaspaz enzimlerinin yukaridaki sinyal iletim yollari araciliyla
aktivasyonu nitrik oksit tarafindan inhibe edilir. Sistein bagiml proteazlar olan

kaspaz enzimlerinin (kaspaz 1 ve 8) NO-bagiml inaktivasyonlarinin nedeni
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tiyol gruplarinin nitrozasyonudur. NO vericileri ayrica Fas reseptorleri ile
kaspaz aktivasyonu arasindaki sinyal iletim yolunu da etkileyerek kaspaz

aktivasyonunu onlerler [8, 38, 39].

Cizelge 2.5. Nitrik oksitin proapoptotik ve antiapoptotik etkilerinin

mekanizmalari [8]

NO

PROAPOPTOTIK ETKILERI ANTIAPOPTOTIK ETKILERI
= COX-2 sentezinin inhibisyonu = HSP-70 ve Bcl-2 sentezinin
= Bcl-2 sentezinin baskilanmasi induksiyonu
= DNA ile tepkimeleri = Hemoksijenaz ve ferritin sentezinin
= p53 sentezinin indiksiyonu indUksiyonu
= Mitokondri zar  gegirgenliginin = Kaspaz enzimlerinin S-nitrozasyon

artmasi ile inaktivasyonu
= Tiyollerin oksidasyonu = Mitokondride cGMP’nin artmasina
= Kaspaz aktivasyonu baglh Ca** azalmasi

= Antioksidan etkileri

Nitrik oksit mitokondrileri de stabilize ederek apoptosisi baskilar. Proapoptotik
uyarl mitokondri i¢ zar yapisinda bozulmalara ve buradan sitokrom c’nin
salinimina neden olur. Nitrik oksit vericilerinin TNF-a ile induklenen sitokrom
¢ salinimini inhibe ettigi bulunmustur. Bu inhibisyonun nedeni, NO’in
mitokondriyi koruyu bir protein olan Bcl-2 sentezini ve stabilizasyonunu
arttirmasi olabilir. Sitokrom c kaspaz-9 ile kompleks olusturarak kaspaz-3
enziminin aktivasyonuna neden olur. Kaspaz-3 enzimi apoptoz i¢cin DNaz
enzimini aktive ettiginden; sitokrom c’nin mitokondri zarindan saliniminin NO

tarafindan inhibe edilmesi dnemli bir antiapoptotik etki olusturur [8].
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Sekil 2.21. Nitrik oksitin antiapoptotik etkilerinin mekanizmasi [8]

Nitrik oksitin sitotoksik, proapoptotik ya da antiapoptotik etkilerinden hangisini
goOsterecegi yine ortamdaki NO derisimine baghdir. Endotelial NOS
tarafindan sentezlenen NO sitotoksik etkilere kargi koruyucu ve antiapoptotik
etkilere sahiptir. Yuksek derisimde NO sentezi iINOS ve nNOS tarafindan
sentezlenen NO sitotoksik ve proapoptotik etkilere sahiptir. Nitrik oksitin
hicre 6lumua Uzerinde gbzlenen etkileri NO derisimine, kullanilan ya da in
vivo olusan nitrik oksitin redoks formuna ve huicrenin redoks durumuna son
derece baghdir [4, 37-39].

2.6. Lycium barbarum

Lycium barbarum Solonaceae familyasinin bir Gyesi olup goji berry adiyla da
bilinir. Solanaceae familyasinin Uyeleri genellikle tropik ve subtropik
bolgelerde, bazilari iliman iklim kusaklarinda yayilig gosteren yapraklar basit
veya pargall, almagh diziligli, stipulasiz otsu, c¢ali veya aga¢ seklinde,

goOvdelerinde bikoleteral iletim demetleri bulunan bitkilerdir [47].
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Cicekleri erdisi, genel olarak aktinomorf, bazilari zigomorftur. Kaliks 5 birlesik
sepalden korolla ise 5 birlesik petalden olugmaktadir. Androkeum i¢ dairesi
korelmis, dis dairesinde 5 stamen bulunur. Ovaryum Ust durumlu ve iki
karpellidir. Meyve bakka veya kapsula seklinde olup, Uzerinde kalici kaliks
bulunur. Cicekleri 1-3 aksiyal radiyal giceklerdir. Kaliks bialbial olup Gst dudak
cift digli, alt dudak ise ¢ diglidir. Korolla huni seklinde olup bes lobludur rengi
genellikle mor veya agik mordur. Stamen tayli ve dort lobludur. Ovaryum tek
boyuncuklu ve odalidir. Meyveler kirmizi, uzun ig seklinde ve tatlidir. Lycium

barbarum, ¢ali formunda 3 m’ye kadar blytyebilen agaclardir [47, 48].

Bitki habitati genellikle Cin ve Mogolistan olup Ulkemizde de kiltlr bitkisi
olarak vyetistiriimektedir. Meyveler genellikle sonbahar ve yaz aylarinda
toplanir. Meyveler genellikle gunes altinda kurutularak kullanilir. Bitki kurt

uzUimu, cay bitkisi, cay agaci ve sahte yasemin adiyla da anilir [48].

Alem: Plantae
Bolim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Solanes
Familya: Solaneceaea
Cins: Lycium

Tar: L. barbarum

Sekil 2.22. Lycium barbarum’un filogenetik siniflandiriimasi [49]
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Sekil 2. 23. Lycium barbarum meyveleri [58]

Lycium barbarum Guney Avrupa ve Asya’ da yaygin olarak yetisen bir bitki
olup, Ulkemizde de kultir bitkisi olarak yetigtiriimektedir. Bitki 6zellikle Cin’de
iyi bilinen ve yaygin olarak cay seklinde tuketilen bir bitkidir. Lycium
barbarum, meyvelerinin antioksidan igerigi olduk¢a zengindir. Meyvelerin
antidiyabetik ve immun stimule edici ve antikanserojen etkisi bilinmektedir
67,71, 73,77, 78, 80, 82, 83, 84].

Bitkinin tibbi deger tasiyan kismi meyveleridir ancak, yapraklarinda da

biyolojik aktivite gosteren flavonoidlerin bulundugu bildirilmistir [22, 50, 93].

Yapilan ekstraksiyon c¢alismalari sonucu Lycium barbarum yapraklarinda

rutin, gentisik asit ve kuvarsetin tespit edilmistir [20].

Ayrica bitkinin meyvelerinde kaemferol, kuvarsetin, mirisetin, klorojenik asit,
kaemferol, kafeik asit ve vanilik asit tirevleri, zeaksanin dipalmitat, -karoten,
heksan, B-kriptoksantin ve neoksantin saptanmistir [25, 43, 63, 66, 72, 78]
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Farmakolojik olarak aktif bilesenleri

Bitkinin farmakolojik 06zellik gosteren bilesenleri suda ¢dzlnebilen
polisakkaritler, glikoproteinler ve karotenoidler olup 6zellikle fisalin

(zeaksantin dipalmitat) kanser tedavisinde onemli bir bilesiktir [50].
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Sekil 2.24. Lycium barbarum meyve ve yapraklarindaki karotenoidler [69]

HO

Bitkinin tanimlanan muhtemel etkileri immun stimule edici ve hipoglisemik
etkileridir. Ayrica bagirsak bosaltici ve dilretik olarak kullanilir. Bitki Cin
Tibbr’nda genellikle bel ve diz bolgesi zayifliklarini tedavi etmede, karaciger
ve bobrek bozukluklarinda, diyabette, kulak c¢inlamasinin giderilmesinde,
gorme bozukluklarinda ve anemi tedavisinde kullanilir. Hint Tibbr’'nda ise
anemi, menstruasyon bozukluklarinda, dis agrisi ve kanamali hemoroid

tedavisinde kullanilir [50].
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Sekil 2.25. Lycium barbarum meyvesindeki C vitamini prekursérleri ve
glukolipitler [69]

Bitkinin saghgda bilinen bir zarari olmamasina ve toksik etkisi bildiriimemesine
ragmen, bitkinin meyve ve yapraklarinin hipoglisemik etkisi sebebiyle gebelik
suresince kullaniimamasi onerilir. Uygulama sekli tim olarak, kesilmis veya
toz haline getirilmis ila¢ seklinde olup, glnlik doz insan icin 6-15 g arasidir
[50, 69].
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3. MATERYAL ve METOD

Deneyin hayvan bakimi ve uygulamalari kismi G. U. Deneysel Arastirmalar
Merkezinde (GUDAM), laboratuvar calismalari ise Gazi Universitesi Fen-
Edebiyat Fakultesi Biyokimya-Fizyoloji Arastirma Laboratuvari ve Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarr’'nda yapildi.

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde G. U. Deneysel Arastirmalar Merkezinde (GUDAM)’dan saglanan
200-250 g agirhikta 18 adet digi Wistar-Albino rat kullanildi. Hayvanlar deney
oncesi ve deney suresince ad-libitum beslendi ve gun 1s1g1 dongusu
paralelinde aydinlanan ortamda bakildilar.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneylerde her grupta 6 tane olmak Uzere toplam 18 adet rat kullanildi.

Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki hayvanlara iki haftada bir diger gruplarda ¢ézlcu olarak

kullanilan susam yagi gavaj yolu ile verildi.

Loésemi grubu

Lésemi olusturmak amaciyla Sugiyama ve Welsch’nin DMBA ile [6semi
olusturma metodlari modifiye edilerek kullanildi [13, 14]. Uygulamalar iki
haftada bir yapilip, bu gruptaki hayvanlara I6semi olusturmak amaciyla ilk
doz 200mg/kg takip eden yedi enjeksiyon 10 mg/rat olmak Uzere DMBA
susam yaginda ¢Ozulip gavaj yolu ile verildi. Sekiz enjeksiyon sonunda
hayvanlarin 16semi oldugunu tespit etmek icin kuyruk arterinden bir damla
kan alinarak yayma preparat yapildi. Yapilan preparatlar Giemsa ile
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boyanarak 1sik mikrokobu altinda inceldi. DMBA uygulamalarindan 48 saat

sonra gavaj yolu ile ekstrede ¢6zucu olarak kullanilan su verildi.

Tedavi Grubu

Gruptaki hayvanlara 16semi olugturmak amaciyla ilk doz 200 mg/kg, takip
eden yedi doz ise 10 mg/rat olarak DMBA susam yaginda ¢6zulup gavaj yolu
ile verildi ve uygulamalar arasinda iki hafta zaman birakildi. Sekiz enjeksiyon
sonunda hayvanlarin I6semi oldugunu tespit etmek igin kuyruk arterinden bir
damla kan alinarak yayma preparat yapildi. Yapilan preparatlar Giemsa ile
boyanip 1siIk mikrokobu altinda inceldi. Losemi oldugu tespit edilen
hayvanlarin vicutlarindan benzen metabolitlerinin atilmasi igin 48 saat
beklendikten sonra tedavi amaciyla Lycium barbarum sulu ektresi 10 gln

boyunca 200 mg/kg olarak gavaj yolu ile verildi.

Gavaj uygulamalari bittikten bir gin sonra tim hayvanlar intramuskuler
ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda feda edildi. Tum
gruplardan uygun sekilde elde edilen dalak ve karaciger dokulari, NOx ve

kaspaz-3 tayininde kullaniimak tzere — 80 °C’de saklandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. DMBA preparatlarinin hazirlanisi

Losemi olusturmak amaciyla Sugiyama ve Welsch’nin DMBA dozlari baz
alindi. Deneklere ilk doz igin 200 mg DMBA tartilip susam yaginda ¢ozulerek
stok sollUsyon olusturuldu. Bu solusyon deneklere vucut agirliklari oraninda
gavaj ile verildi. Sonraki yedi enjeksiyon ise yine ayni yontemle 10 mg/rat

olarak uygulandi [13, 14].
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3.3.2. Lycium barbarum sulu ektresinin hazirlanmasi

Kulture edilmis ve kurulmus Lycium barbarum meyveleri havanda dovulerek
toz haline getirildi. Toz haline getirilmis materyalden 100 g alinarak 60°C’deki
1L suda 6 saat manyetik karistirici ile karistirilarak bekletildi. islem sonunda
karisim suzulip 50°C’de liyofilize edildi. Herhangi bir kontaminasyon
ihtimaline karsi elde edilen ekstre 0,20 um por agikligindaki filtreden stzulip
-20°C’de saklandi [6, 42].

3.3.3. %5’lik Giemsa Stain hazirlanigi

% 5’lik Giemsa boyasi Sorenson buffer kullanilarak hazirlandi. Bu amagla

tampon A ve B olmak Uzere iki ayri tampon hazirlandi.

Tampon A:11.34 g KH,PO,4 250 ml saf su iginde ¢6zuldi (pH=4,8).
Tampon B:14.83 g Na,HPO,4.12H,0 250 ml saf su iginde ¢ozuldu (pH=9,3).

5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karistirilarak tzerleri 100 ml
oluncaya kadar saf su ile tamamlandi (pH=6,8). Elde edilen boya filtre
kagitlari ile suzilirek kullanildi. Kan yayma preparatlari direkt olarak boya
icerisine konulup, 10 dk boya icersinde bekletildi Bu sdrenin sonunda
preparatlar boyadan c¢ikarilip, U¢ ayri kaptaki saf su iginden gegcirilerek
preparatlar Uzerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan sonra
preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakildi [55]. Preparatlar i1sik

mikroskobu altinda 40’lik objektifle incelendi.

3.3.4. Dokuda NOx tayini

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisildi [56].
Calisma icin asagidaki reaktifler hazirlendi.

- 0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH:7)

- Griess |: % 0,2’lik Naftiletilendiamin Dihidroklorir (NEDD)
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- Griess Il: % 10’luk Fosforik asit (H3PO,) icinde % 2’lik Sulfanilamid
- 1 M Hidroklorik asit (HCI) iginde 400 mg Vanadyum (llI) Klorar (VCls)

Dokularin Hazirlanmasi

Dokular, sodyum fosfat tamponu ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 3500

RPM’de 15 dk santriflj edildi. 200 uL stpernatana, ortamdaki nitrati nitrite
indirgemek amaciyla esit miktarda VClz eklendikten sonra 37 °C’de 30 dk
inkiibasyona birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ile esit miktarlarda
karigtiriimis olan Griess I+l reaktifleri eklendi. 37 °C’de 10 dk inkiibasyondan
sonra numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede, kére karsi, 540 nm’de

okundu.

Standardin Hazirlanmasi

6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO2) standarti guinlik olarak diltie edilerek,
128,64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 yM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi.
Dokulardaki NOx miktari, hazirlanan standart egriye gore hesaplandi ve
pmol/gr doku olarak verildi.

3.3.5. Dokuda Kaspaz-3 tayini

Karaciger ve dalak dokularinda kaspaz-3 tayini ticari kit ile ELISA’da calisild.

Dokularin Hazirlanmasi

100 mg doku 1 ml PBS ile homojenize edilip -20°C’de bir gece inklibasyona
birakildi. Hicre membranlarini kirmak amaciyla yapilan iki dondurma ¢ézme
doéngusinden sonra homojenat 2-8 °C’de 5000xg’ de 5 dakika santrifuj edildi.
Calisma icin asagidaki reaktifler kitteki prosedire gore hazirlandi.

Kitte toz halinde bulunan 10 ul Biotin Antibody 990ul biotin antibody dilisyon
solusyonu ile karistirildi. HPR-Avidin kendi dilisyon solusyonu ile 10 kat dilue
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edildi. Yikama solusyonu 25 kat distile su ile dilue edilip kullanildi. Standart 7
kez % oraninda sample diluent ile dilie edilip Dbirbirinin yarisi

konsantrasyonda yedi farkli standart elde edildi.

TUm reaktif ve standartlar kitteki prosedire gore hazirlandiktan sonra ELISA
plate kuyucuklarina 100 ul standart ve ornekler pipetlendi ve 37°C’de 2 saat
inkibasyona birakildi. Kuyucuklar iki saat sonunda yikama yapiimaksizin
aspire edildi. 100 ul biotin antibody eklenen eliza plate 37°C’de 1 saat inkibe
edildi. Bir saat sonunda kuyucuklar aspire edilip U¢ kez yikandi. Her
kuyucuga 100 pl HPR- Avidin eklenip 37°C’'de 1 saat inklbe edildi.
inkiibasyon siiresi bitimiminde plate aspire edilip bes kez yikandi. islem
tamamlandiktan sonra her kuyucuga 100 pyl TMB Substrat pipetlenip isiksiz
ortamda 37°C’de 15-30 dk inkube edildi. 50ul stop solisyonu eklenip 450
nm’de okundu. Okunan absorbans degerleri kullanilarak kaspaz-3 standart

egrisi hazirlandi.

KASPAZ-3

y = 0,1868x - 0,0043
R? =0,9967

15 -

Absorbans

0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.1. Kaspaz-3 standart egrisi
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3.4. istatistiksel Degerlendirme

Bulgularin degerlendirimesinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Tum
degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney sonucunda yapilan yayma preparatlarin mikroskobik incelemesine

gore ratlarin kan sayimi sonucu Cizelge 4.1’ de verilmigtir.

Cizelge 4.1. DMBA ile 16semi yapilan ratlarin kan sayimi sonuglari

Kontrol Grubundaki Lésemik Ratlarin
Kan Hiicresi Tiiru Ratlarin Ortalama Ortalama Degerleri
Degerleri
Eritrosit 7-10x10° 6,6x10°
Ldkosit 6-17x10° 23x10° *
Notrofil %9-34 %7
Lenfosit %65-85 %85
Eozinofil %0-6 %3
Monosit %0-5 %2
Bazofil %0-2 %3

*Kan sayimi sonucunda |6kositlerin alt fraksiyonlarinin sayisi normal

sinirlarda olmakla birlikte, periferik kanda ¢ok sayida blast bulunmaktadir.

Total I6kosit sayisi blastlarla birlikte verilmistir.

Resim 4.1. DMBA ile 16semi olusturulan ratlarin periferik kan yaymasi

Giemsa boyasi, Isik Mikroskobu x 40
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Resim 4. 2. DMBA ile 16semi olusturulan ratlarda splenomegali
Solda DMBA uygulamasi sonucu lIdsemi olan ratin dalagi, sagda

kontrol grubundaki saglikh ratin dalagi

Dalak ve karaciger dokusunda NOx ve kaspaz-3 dlzeylerine ait sonuglar

Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Karaciger dokusunda NOx ve Kaspaz-3 duzeyleri

Kontrol 67,56+ 54,76

Losemi 51,90+ 39,312

Tedavi 34,96+ 34,45%°

p< 0,05 kontrol grubunun ayni degeriyle karsilagtiriidiginda
bp< 0,05 I6semi grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
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Cizelge 4.3. Dalak dokusunda NOx ve Kaspaz-3 duzeyleri

Gruplar NOx
(n=6) pmol/g doku

0,37+ 0,06 60,4+ 5,52

®p< 0,05 kontrol grubunun ayni degeriyle karsilastiriidiginda

4.1. Karaciger Dokusu NOx Duzeyleri

Calismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde karaciger dokusu NOXx
seviyeleri |0semi ve tedavi grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda her iki
grupta da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir disus oldugu
saptanmigtir. Ancak tedavi grubu ile 16semi grubu karsilastirildiginda ise
tedavi grubu NOx seviyelerindeki dusus istatistiksel olarak anlamh dedgildir.
(Cizelge 4.2.)

B KONTROL
B LOSEMI
TEDAVI

KARACIGER Nox (mikromolar/gram doku)

Sekil 4.1. Karaciger dokusu NOx dizeyleri
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4.2. Karaciger Dokusu Kaspaz-3 Diizeyleri

Léosemi ve tedavi gruplarinin  karacier dokularindaki kaspaz-3
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

dusik bulunmustur (Cizelge 4.2.).

250 -
200 -
B KONTROL
150 - B LOSEMI
100 4 » TEDAViI
50 -
0

KARACIGER Kaspaz-3 (Nanogram/gram doku)

Sekil 4.2. Karaciger dokusu kaspaz-3 diuzeyleri

4.3. Dalak Dokusu NOx Diizeyleri

Calismada elde edilen verilere gbre en vyuksek ortalama NOx
konsantrasyonu kontrol grubunda tespit edilmistir (0,37+0,06). Lésemi ve
tedavi gruplar, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, dalak dokusu NOx
konsantrasyonunda surekli bir azalma oldugu goérulmastir. Bu azalis
degerlendirildiginde 16semi ve tedavi gruplarinda tespit edilen dusug kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak tedavi
grubundaki NOx seviyesindeki azalma lésemi grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli degildir (Cizelge 4.3.).
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0,4 1

0,35 1

0,3 1

B KONTROL
0,25 - o
u LOSEMI
0,2 - _
TEDAV
0,15 1

0,1 A
0,05 A

DALAK Nitrik Oksit (mikromolar/gram doku)

Sekil 4.3. Dalak dokusu NOx duzeyleri
4.4. Dalak Dokusu Kaspaz- 3 Duizeyleri
Ldsemi ve tedavi gruplari kaspaz-3 diuzeylerindeki yukselis kontrol grubu ile

kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi goralmustir (Cizelge
4.3.).

KONTROL
m LOSEMI
B TEDAVI

DALAK Kaspaz-3 (Nanogram/gram doku)

Sekil 4.4. Dalak dokusu kaspaz-3 duzeyleri
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5. SONUC ve TARTISMA

Losemi hematopoetik kok hucreleri ve kan hucrelerini etkisi altina alan malign
bir hastaliktir [35]. Losemi etkenleri arasinda onemli yer tutan benzen ve
turevleri (DMBA) ayni zamanda deneysel I6semi olugturmak amaciyla da
kullanilmaktadir [13, 14]. DMBA dogrudan bir kanserojen olmayip,
metabolizmasi esnasinda kanserojen 06zellik kazanir. Metabolize edilmesi
esnasinda ortaya ¢ikan ara metabolitler ve serbest radikaller basta kemik
iligi, kan, dalak ve karaciger olmak Uzere tum vicudu etkiler [13, 15, 98].
Kanserlesen dokularda serbest radikal miktari artmig, kaspazlar gibi
apoptotik enzim aktiviteleri ise azalmis olarak gézlenmektedir [2, 35]. Bu
serbest radikaller arasinda NO yaptigi cok yonliu etkiler ile apoptoz

enzimlerinin aktivitesini de duzenler [57].

Lycium barbarum’un icerdigi aktif bilegikler sebebiyle kanser tedavisinde
veya kanser tedavisine yardimci olarak da kullanilabilecegi yaygin bir
dusuncedir [22, 23, 25, 27, 62, 63, 66]. Literatlrde bitkinin ekstresinin veya
bitkiden izole edilen polisakkaritlerin kanser tedavisinde kullanimi ile ilgili

cesitli caligmalar bulunmaktadir [11, 12, 30, 75].

Bu bilgilere dayanarak bu g¢alismada DMBA ile |6semi olugturulan ratlarda
Lycium barbarum sulu ektresinin karaciger ve dalak dokularindaki NOx ve

kaspaz-3 parametrelei Uzerine etkisini arastirmak amacglanmistir.

Calismada sistemik DMBA uygulamasi ile 16semi olusturulan Wistar albino
ratlarda, lI6semi olusumundan sonra, 10 gin boyunca Lycium barbarum sulu
ektresi verilmis deneklerin karaciger ve dalak dokulari kaspaz-3 ve NOx

parametreleri agisindan incelenmistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara goére karacijer ve dalak
dokularindaki NOx konsantrasyonlari, tedavi ve |6semi gruplarinda kontrole
gore anlaml sekilde dusuk bulunmustur.
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Calismada elde edilen bulgular 1siginda karacier ve dalakta NOXx

seviyelerinde gozlenen dusus U¢ muhtemel mekanizma ile agiklanabilir.

Lésemi olusturmak amaciyla deneklere verilen DMBA’nin biyolojik
sistemlerde yUksek miktarda serbest radikal olusturduguna iligkin literatur
bilgisi mevcuttur Bu radikal turlerden en reaktif olanlari oksijen kaynakli
sebest radikallerdir. [89, 90]. NO reaktif oksijen tlrleri ile reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOO-) gibi sitotoksik tlrlerin olusumuna yol acgabilir [8]. Bu
bilgiler degerlendirildiginde c¢alismamizda karaciger ve dalak dokularinda
NOx parametresinde gozlenen dusus, NO'’nun DMBA'nin olusturdugu oksijen
kaynakli serbest radikallerle reaksiyona girerek, kendi derisimlerinde

azalmaya neden oldugunu dusundurmektedir.

Cahsmanin verilerine dayanarak akla gelen ikinci mekanizma DMBA ile
indUklenen kanserlerde artan arjinaz aktivitesinin NOS aktivitesini baskiladigi
yonundedir. Arjinaz enziminin kanserli hucrelerde normal hucrelere gore
daha fazla miktarda bulundugu, kolorektal kanserler, epidermal papillomalar,

sinir dokusu tumorleri ve prostat kanserinde gosterilmigstir [94-97].

Arjinaz ve NOS ayni amino asidi (L-arjinin) substrat olarak kullandidi icin
artan arjinaz aktivitesi ortamdaki L-arjinin miktarini azaltmig ve dolayisiyla
NOS aktivitesinin azalmasi ile NOx seviyeleri de azalmis olabilir. Arjinaz ve
NOS arasindaki iliski Sekil 5.1’de gdsterilmistir. Ancak l6semilerde arjinaz
aktivitesini direkt olarak gosteren bir literatur calismasi mevcut degildir. Bu
agidan I6semideki arjinaz ve NOS aktitelerinin karsilastirmal olarak

degerlendiriimesi igin ilerleyen ¢alismalarin planlanmasi uygun olacaktir.
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L-Arjinin
Nitrik Oksit
Sentaz
Arjinaz
N-Hidroksi L-Arjinin ——— .
v

_ Ornitin + Ure
{4 Omitin Dekarboksilaz
Putresin
4 Spermidin Sentaz
Spermidin
J Spermin Sentaz
Tomur Hucresi Spermin
Proliferasyonunun 1
Inhibisyonu

Sitrulin + NO

Tumor Hicresi
Proliferasyonu

Sekil 5.1. Nitrik Oksit Sentaz ve Arjinaz iligkisi [100]

Mevcut tabloda dusindlen Uguncli ihtimal ise NO’nun enzim inhibisyonu
yaparak kaspaz-3’'Un aktivasyonunu engelledigi yonindedir. NO yaptidi ¢ok

yonlu ve duzenleyici etkilerle kaspazlarin aktivasyonunu da etkiler [57].

Sekil 5.2. Nitrik oksidin kaspaz enzimlerini inhibisyon yollari [8]

Sekil 5.2'de de goéruldigu gibi NO kaspaz-3 ve 8’e baglanarak enzimin
aktivasyonunu inhibe edebilir [8].
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Bu inhibisyon mekanizmasi ile hem dokudaki NOx konsantrasyonlarindaki

hem de kaspaz-3 seviyelerindeki dusus agiklanabilir.

Karaciger ve dalak dokularinda Lycium barbarum uygulanan tedavi grubunda
l6semi grubuna gore gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
Bitki ekstresinin 200 mg/kg dozunda karaciger ve dalak NOx seviyeleri

uzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi saptanmigtir.

Ancak Lin ve arkadaglarinin (2008) yaptigi calisma ise tibbi deger tasiyan bir
mantar tirt olan Coriolus versicolor ile Lycium barbarum ekstresinin kombine
edilerek fare makrofaj hatti Gzerine uygulanmasi sonucu bu kombinasyonun
immuin duzenleyici etki gosterdigini ve NO dretimini arttirdigi  6ne

surdimuslerdir [76].

Bu bilgi dogrultusunda Lycium barbarum’ un tek bagina NOx uretimine kayda
deger bir etkisinin bulunmadigi ancak daha yuksek dozlarda ve destekleyici

maddelerle birlikte uygulanmasi halinde etkili oldugu disunulmektedir.

Karaciger dokusunda kaspaz-3 parametresinde I6semi ve tedavi gruplarinda
kontrole gore gobzlenen azalmanin sebebi kanserlesen dokularda kaspaz
seviyelerinin azalarak hicrenin apoptozdan kagmasi ile agiklanabilir. Ayrica
NO’nun kaspaz-3 enzimi Uzerinde yaptigi inhibitor etki de kaspaz-3

derisiminde azalmaya yol agmisgtir.

Karaciger dokusu kaspaz-3 parametresinde tedavi grubunda lI6semi grubuna
gore tespit edilen disus Lycium barbarum meyveleri sulu ekstresinin NO’dan
bagimsiz bir mekanizma ile kaspaz-3’U inhibe ettigini dusundurmektedir. Bu
inhibisyonun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte Lycium barbarum’
un karaciger koruyucu etki gOstererek karaciger hucrelerinin apoptozunu

durdurdugu varsayilmaktadir.
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Bu bilgi Lycium barbarum ve diger Lycium tlrlerinin karaciger ve noron
hiicrelerini apoptoza karsi korudugu bilgisi ile érttismektedir. ilgili galismalarin

bulgulari asagida 6zetlenmisgtir.

Man ve arkadaslari (2006) yaptiklari calismada Lycium barbarum sulu
ekstresinin B-amiloid peptidini indukleyerek néron hlcrelerini apopitoza kargi
korudugunu bildirmiglerdir. Ayrica DTT gibi indirgeyici bir ajanin neden
oldugu LDH salinimi ve kaspaz-3 aktivitesini azaltarak néron hucrelerini

apoptoza karsi koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir [21].

Ho ve arkadaglari 2010 yilinda yayinladiklari c¢alismalarinda sistemik
homosistein uygulamasinin kortikal noéronlarda olusturdugu toksisiteyle
beraber artan kazpaz-3 ve LDH aktivitesinin Lycium barbarum uygulanan

grupta azaldigini bildirmiglerdir [74].

Lin ve arkadaslari (1997), Lycium barbarum’ a ¢ok yakin bir tur olan L.
chinense’ nin CCl,’in sebep oldugu karaciger hasarina karsi antioksidan ve

karaciger koruyucu etki gosterdigini 6ne surmuglerdir [29].

Ancak Lycium barbarum’ un hangi mekanizma ile NO’dan bagimsiz olarak
kaspaz seviyelerini dusurdigunun anlasiimasi igin ileri calismalara gerek

vardir.

Dalak dokusu kaspaz-3 dlzeyleri [6semi ve tedavi gruplarinda kontrole gore
yuksek bulunmustur. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir, bu
veriler g6z 6nldne alindiginda 10 gunlik 200 mg/kg Lycium barbarum
uygulamasinin dalak hucrelerinin apoptozunda etkili olmadigi saptanmigtir.
Literatirde I6semide Lycium barbarum uygulamasinin dalak kaspaz-3
seviyeleri Uzerine etkisi ile ilgili bir galisma bulunmamaktadir. Lycium
barbarum’ un farkli dozlarinin karsilastirmali degerlendirildigi daha ileri

calismalarin yapilmasi uygun olacaktir.
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Sonug olarak, Lycium barbarum sulu ekstresinin, deneysel I16semi olusturulan
ratlarin karaciger dokularindaki kaspaz-3 seviyelerini azaltarak karaciger
koruyucu etki gosterdigi ve dalak hucrelerinin apoptozunda etkili olmadigi

tespit edilmigtir.

Ayrica karaciger ve dalak NOx seviyeleri Uzerinde Lycium barbarum’ un

onemli bir etkisi bulunmamamaktadir.
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