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OZET

Dietilnitrozamin (DEN) ve fenobarbital (FB) vererek deneysel kanser modeli
olusturmay1 hedefledigimiz ¢alismamizda, apoptotik 6zelligi olan dipyrido[3, 2-a:2’, 3°-
c]phenazine (dppz) Au(lll) kompleksinin ([Au(dppz)Cl;]CI) karaciger dokusunda p53,
kaspaz 3, Bcl-2, Bax, DNA fragmantasyonu ve ubikuitin {izerine etkileri arastirildi.

Bu ¢alismada, 48 erkek Spraque-Dawley tiirii siganlar her grupta 8 adet olacak
sekilde, grup | (kontrol grubu), grup II (Dimetil siilfoksit (DMSO)), grup I
([Au(dppz)Cl,]Cl), grup 1V (DEN+ FB), grup V (DEN+FB+[Au(dppz)Cl,]CI (2. hafta))
ve grup VI (DEN+FB+[Au(dppz)Cl,]CI (7. hafta)) olmak iizere 6 gruba ayrilmustir.
Dietilnitrozamin siganlara bir defa olmak tizere 175 mg/kg intraperitoneal (i.p.) olarak
verildi. Dietilnitrozamin uygulamasindan 2 hafta sonra FB 500 ppm olacak sekilde
giinliik olarak uygulandi. [Au(dppz)Cl;]C1 uygulamasi grup V’te DEN uygulamasmdan
2 hafta sonra bagladi ve haftada bir kez 2 mg/kg olmak iizere i.p. olarak verildi. Grup
VI’da ise ([Au(dppz)Cl,]C1 kompleksi DEN uygulamasindan 7 hafta sonra basladi ve
sicanlara haftada bir kez 2 mg/kg (i.p.) olmak tizere uygulandi. Deney toplam 13 hafta
stirdii. 13. haftanin sonunda siganlardan kan ve doku ornekleri alindi. Serumda AST,
ALT, LDH diizeyleri, karaciger dokusunda kaspaz 3, p53, Bax, Bcl-2, ubikuitin ve
DNA fragmantasyonu 0Olgiildii. Karaciger dokular1 histopatolojik olarak degerlendirildi.
Grup IV, grup I ile karsilastirildiginda AST, ALT, LDH, Bcl-2 ve ubikuitin
diizeylerinde artig belirlenirken kaspaz 3 ve p53 diizeylerinde azalma belirlendi. Grup
IV’te prencoplastik fokus bulgusu mevcuttu. Grup V, grup IV ile karsilastirildiginda
kaspaz 3, p53, Bax ve DNA fragmantasyonu degerlerinde artis gézlendi. Grup VI’da ise
grup I'V’e gore kaspaz 3 ve p53 diizeylerinde artis belirlendi.

Sonuglarimiz, DEN ve FB uygulamasi ile olusturulan hepatoselliiler karsinoma
modelinde, [Au(dppz)Cl,]CI kompleksinin kaspaz 3, p53 seviyelerinde artisa ve DNA
fragmantasyonuna neden olarak apoptozu indiikledigini gostermektedir. Bu durum
kanserli dokularda goriilen proliferasyona karsi [Au(dppz)Cl2]Cl kompleksinin etkili

olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kaspaz-3, p53, Bax, Bcl-2, ubikuitin, [Au(dppz)ClI,]ClI



SUMMARY

In our study, we aimed to create a cancer model by administrating
diethylnitrosamine (DEN) and fenobarbital (FB). We investigated the effects of an
apoptotic complex, dipyrido[3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll)
([Au(dppz)Cl;]CI), on liver p53, caspase 3, Bcl-2, Bax, DNA fragmentation, and

ubiquitin levels.

In this study, 48 male Spraque-Dawley rats divided into 6 groups (8 animals in
each group); group | (control), group Il (Dimethyl sulfoxide (DMSO)), group Il
([Au(dppz)CI,]CI), group IV (DEN + FB), Group V (DEN+FB+[Au(dppz)Cl;]CI (2nd
week)) and grup VI (DEN+FB+[Au(dppz)CI2]Cl (7th week)). Rats were administrated
with diethylnitrosamine in a single dose of intraperitoneal (i.p.) 175 mg/kg. After 2
weeks of diethylnitrosamine administration, rats were given daily FB in the dose of 500
ppm. In group V, after two week of DEN administration, [Au(dppz)CI;]CI 2 mg/kg i.p.
was given once a week. In the group 1V animals given weekly 2 mg/kg [Au(dppz)Cl,]CI
complex, 7 weeks after DEN administration. Experiment lasted for 13 weeks. 13 weeks
after, blood and tissue samples collected from the rats. Serum AST, ALT, LDH levels
and liver caspase 3, p53, Bax, Bcl-2, ubiquitin and DNA fragmentation levels were
measured. Liver samples were evaluated histopathologically. AST, ALT, LDH, Bcl-2
and ubiquitin levels were higher in group 1V, compared to group |, but caspase 3 and
p53 levels were lower. There was preneoplastic focus in group 1V. In group V, caspase
3, p53, Bax and DNA fragmentation levels higher than those of group 1V. Caspase 3

and p53 levels were increased in group VI compared with group IV.

Our results indicate that, in a hepatocellular carcinoma model created with DEN
and FB administration, [Au(dppz)CIl;]JCl complex induces apoptosis by elevating
caspase 3, p53 levels and DNA fragmentation. This suggests, [Au(dppz)CI,]CI complex

may be effective on proliferation seen in cancers.

Key Words: Caspase 3, p53, bax, bcl-2, ubiquitin, [Au(dppz)CI,]CI
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1. GIRIS ve AMAC

Insanlar siklikla diyetsel, cevresel, terapdtik ya da mesleki nedenlerle
karsinojenik etki gosteren dogal kaynakli bir¢ok kimyasal maddeye maruz kalmaktadir.
Baz1 kimyasallar insanlarda giinliik hayatta karsilasmalarina bagl olarak hepatoseliiler

karsinomayi da i¢eren kotii huylu tiimorlere neden olabilirler (113).

Karsinojenler arasinda nitrozaminler ve nitrozo bilesikleri yaygin olarak tiimor
olusumuna neden olmakta ve insan sagligin1 olumsuz etkilemektedir (94). Bu etkilerini
protein ve niikleik asitlere baglanarak gosterdikleri bilinmektedir. Nitrozaminlerin
metabolik aktivasyonu ile spontan olarak olusan N-nitrozolire hedef dokunun
Deoksiribontiikleik asidi (DNA) ile etkileserek bazlarin degisimine neden olmakta ve

karsinojenezisi baglatmaktadir (217).

Sigara dumani, su ve havanin yani sira peynir, balik ve et iirlinlerinde bulunan,
ayrica tekstil iriinlerinin hazirlanmasinda, yag ve kaucuk endiistrisinde kullanilan
dietilnitrozaminin (DEN) ratlarda karsinojenik ve mutajenik etkilerinin yiiksek oldugu
saptanmistir (217). Antiepileptik bir ilag olan fenobarbital (FB) bir tiimor promotoriidiir.
Dietilnitrozamin  gibi  bir  inisiyatér ile kanserin  baglatilmasi ile FB
hepatokarsinogenezisi ilerletmektedir (19). Yine DEN ve FB uygulanan sicanlarin
karacigerlerinde histolojik olarak, preneoplastik fokus, nodiiller ve hiperplastik kuppfer
hiicreleri belirlenmistir (21). Inisiyatdr olarak DEN ve promotdr olarak FB ile
olusturulan deneysel hepatokarsinogenez modeli, premalignant hiicre tipinin gelisimine
ve hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve hiicre 6liimii mekanizmasi, hiicre ve hiicreler arasi

degisimleri aragtirmay1 amaglayan calismalar i¢in iyi bir aractir (37).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha hizli bir sekilde ¢ogalir ve biiyiir. Bu
kontrolsiiz ¢ogalmanin nedeni hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlardir.
Normal sartlar altinda hasar gérmiis hiicreler apoptoza gider, fakat bu durum timor
hiicrelerinde farklidir. Kanser gelisiminde, artmis hiicre proliferasyonunun yani sira,
azalmis apoptoz hizinin da katkis1 oldugu bilinmektedir (31). Kanser dokularindaki
gelismeyi onlemek amaci ile farkli mekanizmalar ile apoptoz uyaric1 yonde yeni tedavi

olanaklar1  gelistirilmektedir. ~ Hepatoselliiler =~ karsinoma  olusumunda  hiicre

1



proliferasyonu ve apoptoz arasindaki denge ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle hepatoselliiler
karsinoma patogenezinde yer alan genetik ve molekiiler degisikliklerin ve apoptoz ile
ilgili mekanizmanin bilinmesi hepatoselliiler karsinomanin nasil olustugu ve nasil tedavi

edilebilecegi agisindan oldukga 6nem arz etmektedir (121, 164).

Apoptozda en oOnemli rol mitokondriye aittir (171). Herhangi bir nedenle
meydana gelen DNA hasarlanmasinda p53 tiimor siipressor proteini aktive olarak bir
dizi mekanizmay1 baslatir. Bu mekanizmalar ile hasarli hiicre gapl (Gl) fazinda durur
ve sentez (S) fazina giremez. Bu nedenle DNA hasari olan hiicrede ya onarim saglanir
ya da hiicre apoptoza gider. Boylece hasarli DNA’nin siklus boyunca replike olmasi
Onlenir (158). Apoptotik sinyaller p53 birikimini saglar ve mitokondriden sitokrom c ve
diger diizenleyicilerin serbest kalmasini saglayarak proteolitik enzimler olan kaspazlarin
aktivasyonunu saglar (5,79). Apoptoz, Bcl-2 ailesi iiyeleri araciligi ile gergeklesir. Bcl-2
ailesi lyeleri proapoptotik ve antiapoptotik olmak iizere ikiye ayrilir (3). Bir
antiapoptotik protein olan Bcl-2, proapoptotik proteinler olan Bax, Bak ve Bid’in
mitokondri membranindan gegisine engel oldugu disiinilmektedir (55). Bcl-2,
antiapoptotik protein ailesinin en iyi c¢alisilmis {iyesidir. Bax’a baglanmakta ve Bax

tarafindan baglatilan gecirgenligi bloke ederek apoptozu baskilamaktadir (3, 135).

DNA’nin hasarlanmas1 ya da ¢esitli siddetli stres durumlarina cevap olusturmak
lizere p53 tlimor siipressor proteini intrinsik yolu tetikler. Kanser tedavisinde uygulanan
kemoterapi ve radyoterapi p53 araciligiyla bu yolu aktive eder. p53, Bax gibi
proapoptotik proteinleri yeniden diizenleyerek intrinsik yolu aktive eder (16). Bax,
p53’e yanit olarak kopyalanarak aktive olur. Aktive oldugunda mitokondriyal zarda
dimerize olur (3, 135). Bax, mitokondriden sitokrom c’nin serbest kalmasini saglayarak
bir adaptor protein olan APAF-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) ile beraber
baslatic kaspaz 9’u aktive eder. O da kaspaz 3, 6 ve 7’yi aktiflestirerek hiicredeki kritik
kompenentleri yok edip, apoptozun gerceklestirilmesini saglar (16).

Apoptozda hiicre kiigiiliir, yiizeyinde sitoplazmik ¢ikintilar meydana gelir.
Sitoplazmada yogunlagma, hiicre dansitesinde artma ve cekirdek membranina yakin
bolgelerden baslayarak kromatinde yogunlagsma goriiliir. Daha sonra tiim ¢ekirdek

kondanse olur ve DNA’nin fragmantasyonu meydana gelir (190). Fragmantasyon



apoptotik hiicrelerde kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) enzimi tarafindan
DNA’nin  niikleozom birimlerine ayrilmasiyla saglanir. Kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz, normal hiicrelerde kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitoriine (ICAD) bagl inaktif formda bulunur ancak apoptoz sinyali alan hiicrelerde
kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve g¢ekirdek DNA’siin hizli bigimde 180-200 baz
ciftlik niikleozomal fragmanlara ayrilmasimi saglar (80). Hiicre bircok apoptotik
partikiile ayrilir. Apoptotik partikiiller komsu hiicreler ya da fagositik hiicreler
tarafindan fagosite edilerek dokudan uzaklastirilir (190).

Son zamanlarda yapilan caligmalarda, ubikuitin proteazom yolagmin hiicre
dongiisii proteinleri, timor baskilayict molekiiller, onkogenler, trankripsiyon faktorleri
ve pro ve anti-apoptotik proteinlerin regiilasyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir
(90). Ubikuitin, hedef proteinlerin bir ¢oguna Adenozin trifosfat (ATP) esliginde
kovalent olarak baglanarak cesitli regiilator prosesleri yonlendiren yiiksek¢e korunmus
bir proteindir (108). Kisa omiirlii ve hatali proteinler sitozolde ATP bagimli ubikuitin

aracili sistem ile yikilir (82).

Kanser tedavisiyle ilgili yapilan arastirmalardaki bulgular, apoptoz ve
sitotoksisitenin kemoterapiyle yakindan iliskili olmasi metal komplekslerinin kanser
tedavisi i¢in olduk¢a uygun ilag hammaddeleri olabilecegini gostermektedir.
Proteinlerin ve enzimlerin pek ¢ogunun biyolojik aktivitesinin metal merkezlerine bagh
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan calismalarda, Au(Ill) gibi metallerle olusturulan
komplekslerin DNA’ya baglanarak kanser hiicreleri lizerinde apoptotik etkiye ve hiicre
cogalmasi iizerinde toksik etkiye sahip oldugu, dolayisiyla potansiyel antikanserojen
ajan etkisi gosterdikleri bildirilmistir (40,116,22).

Hepatoselliiler karsinomanin evrensel sorunu, genellikle etkisiz kalan giincel
tedavi secenekleri ile birlikte, siklikla kotii prognoz gostermesi ve ortalama yasam
siiresinin kisa olmasidir. Bu yiizden daha etkili tedaviler ve ilag¢ rejimleri gelistirmek
icin yeni yollara ihtiya¢ duyulmaktadir (53). Bu verilerin 15181 altinda ¢alismamizda
DEN ve FB uygulanarak karaciger hasari olusturulan siganlarda, ([Au(dppz)Cl2]ClI
kompleksinin karaciger dokusunda p53, kaspaz 3, Bcl-2, Bax, DNA fragmantasyonu ve

ubikuitin {izerine etkileri arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

Insanlar bilerek veya bilmeyerek bir¢ok yabanci kimyasal maddeye, ilaca ve
ksenobiyotige maruz kalmaktadir (9). Bunlar; ilaglar, endiistriyel kimyasallar,
pestisitler, pismis gidalarin piroliz triinleri, alkaloidler, sekonder bitki metabolitleri,
kiifler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iiretilen toksinler gibi dogal ve insan yapimi
kimyasallardir. Tibbi agidan 6nemli baslica ksenobiyotikler; kimyasal karsinojenler,
poliklorlu bifeniller ve bazi insektisitler gibi ¢esitli yollarla ¢evreye sizan bilesiklerdir
(168). Mesleki olarak, ¢evresel ya da besin maddeleri yoluyla bu bilesiklere maruz
kalinabilmektedir. Viicudumuzdaki metabolik olaylar ve dolayisiyla insan sagligi bu
maruziyetlerden degisen diizeylerde etkilenir. Ksenobiyotikler ve olusan etkiler
arasindaki iligkinin belirlenebilmesi i¢in maruz kalma durumu ve ve hastalik siirecinde

yer alan mekanizmalarin belirlenmesi gerekir (9).

2.1. KSENOBIYOTIKLERIN METABOLIZMASI

Tiim yiiksek organizasyonlu canlilar i¢in besinle alinan dogal bilesikler disinda
kalan, viicuda disaridan istemsiz giren viicut i¢in yabanci olan bir madde, ksenobiyotik
olarak adlandirilir (4). Artan sanayilesme ve kentlesmenin bir sonucu olarak canlilar
pek ¢ok ksenobiyotikle karsi karsiya kalmaktadir (66,143). Bu maddelerin biyolojik
membranlar1 agip kan dolagimina girmesi emilim olarak tanimlanir. Ksenobiyotiklerin
viicuda girdikleri en 6nemli yollar gastrointestinal kanal, solunum sistemi ve deridir
(69,168). Ksenobiyotikler genelde lipofilik yapida olup lipid membranlardan gegerek
lipoproteinlerle viicut sivilarina tagmirlar. Lipofilik yapida olan ksenobiyotikler ¢ok
cabuk emilir ancak fizyolojik pH’da iyonize olamamalari nedeniyle ¢ok az itrah
edilirler. Organizma bu toksik etkiyi ortadan kaldirmak i¢in lipofilik yapidaki
ksenobiyotikleri hidrofilik bilesiklere doniistiiriir. Cesitli  enzimlerin etkisi ile
gerceklesen bu  reaksiyonlara  “biyotransformasyon”  denilmektedir (66,143).
Biyotransformasyonun yer aldigi baslica organ karacigerdir. Ksenobiyotiklerin

metabolizmasi faz I ve faz Il olarak ikiye ayrilir. Faz I reaksiyonlarinda ana tepkime



sitokrom p450 (cyp450) enzim ailesi tarafindan katalizlenen hidroksillenmedir. Faz II
reaksiyonlarinda ise enzimatik reaksiyonlar ile ekzojen molekiiller endojen kofaktorler
ile konjuge edilirler (52). Ksenobiyotik metabolizmasinda faz I evresi reaksiyonlarinda
genel amag hidroksil (-OH), karboksil (-COOH), tiyol (-SH) ve amino (-NH,) gruplari
gibi polar gruplari oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz reaksiyonlari ile ksenobiyotigin
yapisina eklemektir (143). Faz II reaksiyonlarinda ise amag, olusan polar metabolitleri
glukuronidler, siilfatlar, asetatlar ve amino asitler gibi endojen substratlar ile konjuge
edilmesidir. Bu sekilde viicuttan iire ile kolayca uzaklastirilabilen hidrofilik iiriinler
meydana gelir (66). Hidrofobik 6zelligi ¢ok olan ksenobiyotikler daha fazla polar forma
doniistiiriilemiyorsa yag dokusunda kalic1 olarak birikebilirler. Bazen ksenobiyotikler
faz I reaksiyonlari sirasinda inaktif formdan biyolojik olarak aktif formlara doniisebilir.
Bu durumda s6z konusu olan orijinal ksenobiyotik “prokarsinojen” olarak tanimlanir.
Diger durumda ksenobiyotik faz I reaksiyonlari ile konjugasyon oncesi inaktif veya
aktif formlara donistiiriiliir. Konjugasyonla inaktif forma doniistirilen faz I
reaksiyonlarmin iiriinii idrar ya da safra yoluyla viicuttan uzaklastirilir. Baz1 durumlarda

ise konjugasyon ksenobiyotigin biyolojik aktivitesini arttirabilir (137).

2.1.1. Faz I Reaksiyonlar

Faz I reaksiyonlarinda ksenobiyotiklerin yapisina -OH, -NH; ve -SH gruplan
eklenerek daha polar hale getirilir. Reaksiyonlar N- ve O- dealkilasyon, alifatik ve
aromatik hidroksilasyon, N- ve S- oksidasyon ve deaminasyonu igerir (95).
Ksenobiyotiklerin faz I metabolizmasindan sorumlu baslica enzim cyp450 enzim
ailesidir. Membrana bagli bir protein olan cyp450 ¢esitli ksenobiyotiklerin ve endojen
molekiillerin monooksijenizasyonunu katalizler (163). Insanlarda cyp450 birgok
organda yaygin olarak bulunur. En ¢ok karacigerde yer alir. Hiicrenin endoplazmik
retikulum, mitokondri ve niikleus membranlarina yerlesmistir (4). Bunlar "hem" iceren
proteinlerdir. "450" rakami; "hem" igeren karaciger pigmentlerinin, karbonmonokside
baglandiktan sonra absorbe ettigi 1513a ait dalga boyunun nanometre olarak en yliksek

degerini ifade eder (75, 115).



Sitokrom p450 enzim sistemi iki bilesenden olusmaktadir. Bunlar; aktif
merkezinde demir (Fe*®) igeren ve cyp450 denilen hemoprotein kisim ve bir
flavoprotein olan NADPH- cyp450 rediiktaz adi verilen kisimdir (Sekil 2.1). Sitokrom

p450, enzim sisteminin substratt ve oksijen baglayan yeridir. Flavoprotein kisim ise

elektron tastyict sistem olarak gorev yapar (201).

Sekil 2.1. Sitokrom p450 enzim sisteminin sematik gosterimi (61)

Monooksijenazlar ya da karma fonksiyonlu oksijenazlar olarak isimlendirilen
cyp450 sistemi bir oksijen molekiiliinden bir oksijen atomunu substrata aktarir. Diger

oksijen atomuda su molekiilii seklinde serbest kalir (137).

Bir monooksijenaz tarafindan katalizlenen tepkime su sekildedir;

RH + O,+ NADPH+H — R-OH + H,O + NADP

Bu formiildeki RH, ila¢lar, karsinojenler, pestisidler, petrol iiriinleri, kirlilikler

gibi pek ¢ok ksenobiyotigi simgeler. Buna ek olarak bazi steroidler, eikonazoidler, yag



asitleri ve retinoidler gibi i¢ kaynakli bilesikler de substrat olarak kullanilir. Substratlar

genellikle lipofildir ve hidroksilasyon ile daha hidrofil hale gelirler (137).

Sitokrom p450 enzim sisteminin onemli komponentlerinden biri olan hem
grubunun gorevi, molekiiler formdaki oksijeni reaktif atomik forma doniistiirmektir.
Reaksiyon olmadigi durumda hem grubunda bulunan demir, +3 degerlikli olarak
bulunmaktadir. Reaksiyonun baslangicinda substrat hem grubunun yanimna baglanir.
FADH;’den bir elektron transferi sonucunda +3 degerlik indirgenerek +2 degerlikli hale
gelir ve O2’nin baglanmasina olanak saglar. Bu elektron disinda bir elektron daha gruba
eklenerek Fe*?’yi Fe**’¢ gevirir ve boylelikle bagl oksijen peroksite indirgenmis olur.
Bu ara formdan bir OH iyonu agiga ¢ikar. Bu reaksiyon sonucunda reaktif oksijen
formu olusurken, su agiga c¢ikar. Olusan reaktif oksijen formundaki demir, +4
degerliklidir ve aktiflestirilmis oksijen atomuna sahiptir. Bu oksijen kendisini substratin
bir R-H bagina sokarak OH grubunu olusturur. Daha sonra son iiriiniin saliverilmesinin

ardindan enzim tekrar agi8a ¢ikar (Sekil 2.2) (111).

CysS

Sekil 2.2. Monooksijenaz reaksiyon mekanizmasi (61)
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2.1.2. Faz II Reaksiyonlari

Faz II reaksiyonlarinda gorev alan enzimler ksenobiyotiklerin ve endojen
bilesiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynar. Faz II’de amag¢ konjugasyon
reaksiyonlarmi gergeklestirmektir. Faz [ reaksiyonlart sonucu olusan metabolitler
konjugasyon reaksiyonlar1 sonucu daha polar 6zellik kazanirlar. Béylece atilimlar1 daha
da kolaylasir ve toksisiteleri azalir. Konjugasyon reaksiyonlari; glukuronik asit ile
konjugasyon, siilfatasyon, metilasyon, asetilasyon, glutatyon ve amino asitler ile
konjugasyonu igerir. Faz II reaksiyonlarinda yer alan enzimler genellikle
transferazlardir. Bunlar; iiridin difosfo (UDP) glukuronil transferaz, stilfotransferaz, N-

asetil transferaz, glutatyon S-transferaz ve metil transferazdir (95).

2.1.3. Nitrozaminler

Nitrozaminler su, toprak ve havada mevcutturlar. Gidalar, beslenme
malzemeleri, ilaglar, kozmetik iirlinleri ve pestisitlere kontamine olarak bulunurlar. Cilt,
solunum yolu ya da sindirim yolu nitrozaminlerin absorbe edildigi yerlerdir. Nitroso
bilesikleri primer olarak nitrit veya nitrat’tan iiretilir. Sekonder olarak ise bu bilesiklere

maruz kalan insanlarin organlarinda tersiyer aminlerden tretilir (167).

Nitrozaminler toksik, teratojenik, mutajenik ve karsinojeniktirler (17).
Giliniimiize kadar 300 civarinda N-nitrozo bilesigi test edilmis ve bunlarin %90’ 1inin
deney hayvanlarinda kanser olusumuna yol agabilecegine yonelik 6nemli bulgular elde
edilmistir (117, 161). Canlilarda hangi organin hangi N-nitrozo bilesiginden
etkilenecegi canlinin tiirine ve kanserojenin kimyasal yapisina gore degiskenlik
gostermektedir. Doz, alim siklig1 ve sekli, etkilenen organin farkli olmasina neden
olabilmekte (akciger, bobrek ya da karaciger gibi) ve tiimoriin olustugu hedef hiicrenin

degismesine yol agabilmektedir (118).

Nitrozaminlerin metabolizmasi1 Oncelikle karacigerde gerceklesir. Ancak basta

DEN olmak iizere nitrozaminler toksik etkilerini Oncelikle kanda, ama o0zellikle



karacigerde olustururlar. Ayrica kan akiminin fazla oldugu bobrekler gibi diger organlar
da bu durumdan karacigere gore daha diisiik diizeyde etkilenirler. Cesitli arastirmalarda
deney hayvanlarina farkli nitrozaminler verildiginde basta karaciger olmak iizere diger

organ ve doku tiimoérlerine neden oldugu gosterilmistir (193,199).

Insan ve hayvanlarda agizdan alian nitrozaminler, sindirim kanalindan emilerek
yarim saatte kana gegmektedirler. Bir defada alinan dozun %70’1 ilk sekiz saatte, geri
kalan1 da 24 saat i¢inde viicuttan atilir. Metabolize olan iirlinlerin %40-65’1 CO’e
dontiserek solunum yoluyla, %7°si de idrarla degismeksizin atilir. Geri kalani ise

dokulara dagilir (50).

Nitrozaminlerin kanserojenik ve sitotoksik etki gosterebilmeleri i¢cin metabolik
aktivasyonlar1 gereklidir (36). Bu aktivasyonlar cyp450 bagli monooksijenazlar
tarafindan NADPH ve O, varliginda yiiriitiiliir (13). Aktivasyon islemi i¢in genellikle
cyp450 bagimlh tepkimelerde a-karbon atomunun oksitlenmesi ile gergeklesir (215).
Nitrozaminler aktivasyon sonucu reaktif metabolitlerine dontstirler. Alifatik
nitrozaminler kolaylikla alkildiazohidrokside metabolize olurken bunlarda bozunarak
alkildiazoyum iyonunu olusturur. Aktivasyon sonucu olusan elektrofilik metabolitler
genellikle DNA, Riboniikleik asit (RNA) ve proteinlerde niikleofilik gruplarla
tepkimeye girmektedir (Sekil 2.3) (132).
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Sekil 2.3. Nitrozamin metabolizmasi (33)

2.1.3.1 Dietilnitrozamin

Karsinojen bir madde olan DEN (Sekil 2.4) insektisitlerden, tarimda kullanilan
kimyasallardan ve nitrattan sekillendigi, sigara dumaninda bulundugu ve ayni zamanda

besinlerde bulunan nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle reaksiyonu sonucu da

meydana geldigi bildirilmektedir (11).

Cevresel bir karsinojen ve hepatotoksin olan DEN deneysel hayvan
modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (68). Bir hepatokarsinojen olan DEN

insanlarin  maruz kaldigr sigara dumani, et ve viski gibi bir¢ok ¢esit {iriinde
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bulunmaktadir (129). Karacigerde dejeneratif, proliferatif ve neoplastik lezyonlara

sebep olmaktadir (68).

Dietilnitrozamin karacigerde cyp450 izoenzimleri tarafindan hidroksile
edilmekte ve alkilasyon mekanizmasi ile biyoaktif hale gelmektedir. Biyoaktif hale
gelen DEN, DNA ile reaksiyona girer ve bazlarin etilasyonuna neden olur. Etil DNA
adduct’lar1 baz ciftlerini kesebilir, mutasyonlara, ras gibi proto-onkogenlerin
aktivasyonuna ve p53 gibi tiimor siipresor genlerin inhibisyonuna sebep olabilir. Bu

durum siklikla hepatoselliiler karsinoma ile sonuglanir (129).

Dietilnitrozaminler elektrofilik maddeler olmalari nedeniyle niikleik asit ve
proteinlerdeki niikleofilik atomlara baglanirlar. Karsinojenik elektrofiller tarafindan
proteinlerde degisiklige ugratilan niikleofilik atomlar, methionin ve sisteindeki kiikiirt,

histidindeki halka azotu ve tirozindeki 3. karbon atomu olarak belirlenmistir (17, 72).

Dietilnitrozamin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina sebep olarak
oksidatif stres ve hiicre hasarina neden olur. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi DEN’in
karsinojenik etkilerinden sorumlu olabilir (160). Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre i¢i
yiiksek seviyeleri mitokondrial hasar, DNA modifikasyonu ve lipid peroksidasyonuna
yol aciyor olmasi nedeniyle, insanlarda kanseride igeren bir¢cok hastalik durumuyla
sonuclanir. Dietilnitrozamine maruziyette nonparenkimal hiicrelerde bir inflamatuar
yanit ortaya ¢ikar. Bircok sitokin ve biiylime faktorii salgilanir. Bunlar DEN-indiiklii
mutasyonlar: tasiyan sessiz hepatosit hiicrelerini proliferasyona tesvik eder. Bu proses
yavru hiicrelere genetik degisimlerin transmisyonunu saglar. Bunu karaciger neoplastik
progresyonu, artmis proliferasyonu, displazi, hepatoselliiller adenom ve hepatoselliiler

karsinomaya doniisiim takip eder (103).

Dietilnitrozaminin metabolitleri, DNA'ya bir ya da iki oksidasyon saglayan
elektron ile kovalent baglanarak tiimoér promotdrlerinin baglanmasina aracilik eder
(125). Timor promotorii bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak gorev yaparak
reaktif oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bunun sonucunda
stiperoksit ve hidrojen peroksit birikimi gergeklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidan

mekanizmanin azalmasi ve yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu saglar.

11



Bunun sonucunda DNA'nin yapisinda kopma ve deoksiriboz pargalanmasi ortaya ¢ikar.
Reaktif hidroksil radikalleri ayrica, lipid membran yag asitlerinin hidrojen atomlarini
ayirir. Hidroperoksit radikalleri, hidrojen atomlar1 ile doymamis c¢ok karbonlu yag
asitlerinin ~ karbonil  gruplartyla birlesme saglayarak, lipid hidrojenperoksit
diizenlenmesindeki zincir reaksiyonundan hidrojeni ayirir. Dolayisyla siiperoksit ve
hidroperoksit radikalleri lipit peroksidasyonunun artmasina neden olur ve hiicre

membraninda hasar artis1 ortaya ¢ikar (189,192).

H3C—
N—N

Sekil 2.4. Dietilnitrozaminin molekiiler formiilii (C4H1oN,O) (209)

2.1.4. Fenobarbital

Deneysel hepatokarsinogenezde bircok bilesik promotor olarak belirlenmistir.
Bunlar; barbitiiratlar, dikloro difenil trikloroethan, o ve y-heksaklorosikloheksan,
poliklorobifeniller, biitil hidroksitoluen, hipolipidemik ila¢ nafenopin, mestranol,
steroidler ve deksametazon’u icermektedir. Tiimor promosyonuna neden olan ajanlar
mutajenik degildirler fakat genlerin ekspresyonunun degisimine neden olarak
hiperproliferasyona, dokunun yeniden yapilanmasina ve inflamasyona neden olurlar

(76).

Sedatif etkilere sahip antiepileptik bir ila¢ olan FB (Sekil 2.5) non-genetotoksik
bir hepatik tiimoér promotoriidiir (177,189). Fenobarbital tipik bir cyp450
indiikleyicisidir. cyp2A, cyp2B, cyp2C ve cyp3A gibi bir¢cok cyp450 enzim ailesini
etkilemektedir. Fenobarbitalin etkileri faz I enzimlerinin yanm sira, faz 1I enzimlerini
(UDP-glukuronil tansferaz, glutatyon S- transferaz, epoksit hidrolaz ve aldehit

dehidrogenaz), hem sentezi ve lipid metabolizmasinda yer alan enzimleri de kapsar.
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Karacigerde 50 civarinda gen FB tarafindan aktive edilebilmektedir (49). Fenobarbitale
maruziyet karaciger hiicrelerinin metabolizma ve hemeostazisini etkiler. Hepatik hiicre
proliferasyonu, apoptoz inhibisyonu, preneoplastik lezyonlarin biiyiimesi, endoplazmik

retikulum proliferasyonu ve hiicre kontrol noktalarinda degisim bu etkilerdendir (87).

HyC— ©

NH

O’P\HAO

Sekil 2.5. Fenobarbitalin (C1,H;15N,03) molekiiler formiilii (210)

Fenobarbital gibi ilaglarin terkrarlayarak uygulanmasi diiz endoplamik retikulum
hipertrofisine neden olmaktadir ve yeni enzim sentezinin hizlanmasi sonucu birkag giin
icerisinde cyp450 miktarinda Onemli derecede artisa neden olur. Indiiksiyon
mekanizmas1 incelenmis ve cyp450 mRNA’smin transkripsiyonunda artis sonucu

gerceklestigi anlasiimistir (14).

Oksijenin  cyp450 sistemi tarafindan indirgenmesi genellikle membran
fosfolipidleri ve aktif bolgenin yapisi gibi cesitli etkenler tarafindan diizenlenir.
Fenobarbitale maruz kalma durumunda cyp450 indirgemesinin regiilasyonu kolaylikla
bozulabilir. Bu durumda p450 bir substrat olmaksizin da aktif reaktif oksijen tiirleri
uretir. Fenobarbital, hidroksil radikali tiretimiyle lipid peroksidasyonunu indiikler.
Hidroksil radikali DNA yapisini bozarak tiimoér olusumuna neden olabilmektedir (89).
Hidroksil radikalleri gibi serbest radikallerin, DNA’da olusturdugu oksidatif hasar; baz
ve seker hasarina, zincir kiriklarina ve DNA protein ¢apraz baglanmasi gibi ¢oklu

bozukluklar1 igeren degisikliklere neden olur (96). 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
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OHAG), hem hidroksil radikali hem de singlet oksijen tarafindan aktive edilen oksidatif
olarak degistirilmis baglica DNA {iriinlerindendir. Siiper oksit ve hidroksil radikali
birgok geni indiikler. Hidroksil radikali kismen c-myc gibi proto-onkogenlerin
ekspresyonunu indiikleyerek hiicre proliferasyonu ve farklilasmasina yol acgar. Deney
hayvanlara FB bir karsinojen ile verildiginde kanseri giiclii bir sekilde indiiklemekte

ve bu nedenle siklikla kanser ¢aligsmalarinda kullanilmaktadir (89).

Fenobarbital birgcok cyp 450 geninin ekspresyonunu etkilemektedir.
Fenobarbitalin cyp 450 sistemi iizerine olan indiikleme mekanizmasini agiklamak bu
aileden bircok cyp450 ailesini (cyp2A, cyp2B, cyp2C, cyp3A) etkiliyor olmasi
nedeniyle zordur (49).

Fenobarbitalin cyp2A ailesini olusturan genler {izerine indiiksiyon
mekanizmasinin yapisal androstan reseptorii (CAR) tarafindan diizenlenmektedir.
Fenobarbital CAR’niin direkt ligandi degildir. Bir saperon proteinle interaksiyon ile
olabilecegi gibi fosforilasyon ve/veya defosforilasyon CAR niikleer translokasyonunda
belirtilen mekanizmalardir. Bu transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonu sitozolik ve
niikleer kompartmanlar arasindaki dagilim ile diizenlenir. Fenobarbitale maruz
kalindiginda CAR sitoplazmadan niikleusa transloke olmaktadir (177). Niikleusta
retinoid X reseptorii (RXR) ile bir heterodimer olusturur ve FB’e yanit1 diizenleme
modiiliine (PBREM) baglanir. Fenobarbitale yaniti diizenleme modiilii, FB’e yanit
verebilen ¢ok yonlii bir yanit elemanidir. Fenobarbitale yanit1 diizenleme modiilii olusan
heterodimer i¢in iki baglanma bolgesi icerir ( NR1 ve NR2). Heterodimer yapinin N1 ve
N2 bolgesine baglanmasi ile PBREM aktive olur ve bdylelikle cyp2B geninin
transkripsiyonu aktive edilmis olur (Sekil 2.6) (49, 87).
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Sekil 2.6. Fenobarbital indiiksiyon mekanizmasi (85)

2.2. APOPTOZ

Hiicre oOliimii, nekroz ve apoptoz yoluyla birbirinden farkli iki sekilde
gerceklesmektedir (155).Yunancada “sonbaharda agaclarin yaprak dokmesi” anlamina
gelen “apoptoz” terimi ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan hiicre
Oliimiiniin farkli bir morfolojisi olarak tanimlanmustir (107). Apoptoz, cesitli travmatik
hiicre dig1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi
tarafindan programlanmis bir mekanizma vasitasiyla hiicre 6liimiinii kontrol eden aktif
bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif
cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla
gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar
programinin apoptoza neden oldugu sdylenebilir (173). Fizyolojik bir islem olarak

apoptoz, normal gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribi
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esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludur (191). Nekroz ise, hasara maruz
kalmis hiicrede enzimlerin ilerleyici litik etkilerinin yol agtig1 morfolojik degisikliklerin

tiimi olarak tanimlanir (155).

Dogadaki birgok canlinin normal gelisim siirecinde baslayan ve yetiskin hayat
boyunca da devam eden sayisiz biyolojik olayin ve hastaligin ortaya c¢ikmasinda
apoptoz mekanizmasi biiyiik 6nem tasir (172). Cogalmakta olan bir hiicre toplulugunun
blytikligli boliinme hizina bagl oldugu kadar, 6liim hizina da baghdir (151). Doku
homeostazisinin bir diizen i¢inde olusu, apoptoz/proliferasyon dengesinin saglikli bir
sekilde siirdiiriilmesine baglidir. Bu dengenin bozulmasi organ islevlerinde bozulma ve
neoplaziye neden olmaktadir (172, 198). Karsinogenezde artmis proliferasyon ve

azalmis apoptozun goriilmesi buna drnek olarak gosterilebilir (198).

2.2.1. Apoptoz Morfolojisi

Apoptoz, kademeli olarak morfolojik degisikliklere sebep olan sitolojik ve
biyokimyasal o6zellikler ile karakterizedir. Apoptotik morfoloji; hiicre biiziilmesi,
kromatin yogunlagmasi, ¢ekirdegin pargalara ayrilmasi ve “apoptotik cisimcik” olarak
adlandirilan aktin bagimli sitoplazmik ¢ikintilar olusturarak hiicreden ayrilmasi ve bu

apoptotik cisimciklerin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi basamaklarini igerir (1).

Apoptozun ti¢ farkli fazi vardir. Birinci faz sirasinda apoptoza giden hiicre
komsu hiicrelerlerden bagimsiz bir hale gelir ve hiicrede ylizeyinde bulunan
mikrovillus, baglant1 noktalar1 ve desmozomlar kaybolur. DNA spesifik endoniikleazlar
tarafindan sindirilerek fragmente olur ve vezikiiller igerisinde paketlenir. DNA’da
gerceklesen degisiklikler zincir kiriklarini (karyoheksis) ve niikleer kromatin
kondensasyonunu (piknozis) kapsamaktadir. Piknotik kromatin 1sik mikroskobunda
gbzlenen hilal goriintiisii ile karakterizedir. Endoplazmik retikulum siser ve ekzositozla
igerigi salmir. Hiicre yogunlagsmaya ve sitoplazma kii¢iilmeye baslar (101).
Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur (46). Sitoplazma

yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriinlir. Hiicre zar1 saglam oldugundan

16



nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (20,47,211). Apoptoz, tek bir
hiicrede, bliziisme ve cevre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir.
Hiicresel biliziismenin nedeni sodyum, potasyum, klor tasiyici sistemin durmasi
nedeniyle hiicre i¢ci ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir (196). Ikinci fazda
hiicre organel veya niikleer fragmentleri iceren tomurcuklar olusturur. Bu tomurcuklar
birgok membran bagimli vezikiile doniisiir ve hiicre yuvarlak diiz sekilli membran
bagimli “apoptotik cisimcikler” halini alir (101). Bu pargaciklarin en biiyiikk 6zelligi,
fragmente olmus niikleuslarin ve parcalanan hiicreye ait tiim yapilarin plazma
membrani ile kaplanarak immiin sistemi inflamasyon yoniinde uyarmamasidir
(119,213). Ugiincii fazda ise membran gecirgen bir hal alir (101). Apoptoz igin
morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi, hiicre membran
tomurcuklanmas1 olurken fosfotidilserin aciga c¢ikar. Saglikli hiicrelerde plazma
membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde plazma membraninin
dis yliziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal gorevi goriir (123). Apoptotik
cisimcikler ve membrana bagli tomurcuklar epitel hiicreler, vaskiiler endotel hiicreleri

veya timor hiicreleri tarafindan fagosite edilir (Sekil 2.7) (101).
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Kromatin kondansssyony
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Sekil 2.7. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler (78)
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2.2.2. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz ve nekroz arasinda biyokimyasal, morfolojik ve 151k ve elektron

mikroskop bulgular1 da dahil olmak tizere pek ¢ok fark bulunmaktadir (155).

Apoptozda hiicreler biyokimyasal reaksiyonlarin bir kaskat aktivasyonu yoluyla
olime gider. Oysaki nekroz hiicrenin g¢evresinde gelisen olumsuz etkenler nedeniyle
gerceklesir. Apoptoza giden hiicrelerde niikleusta dahil olmak iizere tiim hiicre cesitli
parcalara ayrilir (apoptotik cisimcikler). Hiicre pargalanma esnasinda protein ve ATP
iiretimine devam eder. Yani apoptotik cisimcikler bozulmamis ve fonksiyonlarina
devam eden hiicre komponentleri i¢ermektedirler. Bunun aksine nekrotik hiicre
6limiinde membran biitiinligii bozulmakta ve metabolik fonksiyonlar durmaktadir. Bu
nedenle nekroza ugrayan hiicrelerde ATP ve protein iiretimi durmaktadir. Yapisal
olarak nekrozun baglangi¢c asamasinda hiicresel organeller siser ve nonfonksiyonel hale
gelir. Buna ilaveten kabarcik benzeri olusumlar goézlenmesine ragmen organel
icermezler ve boyutlar1 artar. Hatta hiicre membrani1 patlar ve hiicre igerigi ¢evre
dokulara yayilir. Bu proses “sitolizis” olarak adlandirilir. Ag¢iga ¢ikan bu igerikler
etkilenen dokulardaki inflamatuar cevabi indiikler. Bu cevaba immiin sistem hiicreleri,

sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri aracilik eder (139).

Apoptozun gercgeklesebilmesi i¢in hiicre i¢ci ATP seviyesinin yiiksek olmasi
gerekmektedir. Nekroz i¢in ise fazladan enerjiye gereksinim yoktur. Hiicrenin apoptoza
veya nekroz ile olecegine hiicre igi ATP seviyesi ile karar verilir. Apoptozda, hiicre
icinde ATP azalmasima neden olmayan fizyolojik veya patolojik bir uyar1 olur.
Nekrozda ise baslatici nedenler agir hipoksi, toksinler ya da ATP eksikligine neden olan

faktorlerdir (172).

Nekroz bilesik hiicre gruplarimi etkiler, oysa apoptozda tek tek hiicreler etkilenir
(48, 180). Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi mevcut iken, apoptozda;
apoptozu baslatan Bcl-2 gen ailesinin iirettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile

organeller biitlinliigiinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur (46, 47).

Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise siki bir sekilde kontrol edilen

enzimatik olaylar mevcuttur (211). Nekroz +4°C’de bile gerceklesebilir. Apoptoz ise
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aktif bir olgudur ve +4° C'de gerceklesemez (47). Agaroz jel elektroforezi yapildiginda,
nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi mevcuttur. Oysa apoptozda rastgele
olmayan, monooligonukleozomal pargalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel
elektroforezde apoptoz igin Kkarakteristik “ladder pattern” denen merdiven seklinde
kirilmalar meydana getirir (59,211). Nekroz sirasinda hiicre 6liimiiniin ge¢ bulgusu;
postlitik DNA parcalanmasi vardir (DNA, hiicre biitiinliigi bozulmadan once
parcalanir). Ayrica apoptozda mitokondri tarafindan sitoplazmaya bir¢ok faktdr salinimi
mevcuttur (28,59). Nekroz sirasinda nonspesifik zar parcalanmasi olurken apoptozda
zar asimetrisinde degisiklikler olur (Sekil 2.8) (47).
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Sekil 2.8. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (206)
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2.2.3. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz mekanizmasinda sistein proteazlarin kaspaz ailesi baglatict ve
sonlandirict olarak merkezi rol oynamaktadir. Kaspazlar {i¢ yolak ile aktive olmaktadir
(204).

1. Ekstrinsik yolak (6liim reseptorleri)

2. Intrinsik yolak (mitokondri aracili)

3. Intrinsik endoplazmik retikulum yolag1 (204).

2.2.3.1. Ekstrinsik Yolak (6liim reseptorleri, dis yolak)

Ekstrinsik yolak isminde de wvurgulandigi gibi 6lim ligandlarinin 6lim
reseptorlerine baglanmasi ile baslamaktadir. Birgok oliim reseptorii tanimlanmakla
birlikte bunlarda en iyi bilinen 6liim reseptorleri Timor Nekroz Faktor-1 (TNF-1) ve
Fas reseptorleridir ve bunlarin liganlar1 ise TNF ligand1 ve Fas ligandidir. Bu 6liim
reseptorleri, TNF reseptor baglantili 6liim domaini (TRADD) ve Fas baglantili 6lim
domaininde (FADD) oldugu gibi bir adaptdr protein igerirler. Oliim ligandinin &lim
reseptoriine baglanmasi adaptor protein baglanma bdlgesinin formasyonuna yol agar ve
oliim-baglatic1 sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinen ligand-reseptor-adaptdr protein
kompleksi olusur. Oliim-baslatic1 sinyal kompleksi pro-kaspaz 8’i aktive eder. Kaspaz
8’in aktif sekli bir baslatic1 kaspazdir ve diger kaspazlarida uyararak apoptozu baglatir
(Sekil 2.9) (204).

2.2.3.2. Intrinsik Yolak (mitokondri aracih, i¢ yolak)

Intrinsik yolak hiicre icinde baslatilmaktadir. Hipoksi, onarilamayan DNA
hasari, sitozolik Ca'™" seviyelerinin gok yiiksek olmasi ve siddetli oksidatif stres gibi
bazi i¢ sinyaller intrinsik mitokondriyal yolagi tetiklemektedir. Sebep ne olursa olsun bu
yolak mitokondrial permeabilitenin artmasi ve sitokrom c gibi proapoptotik proteinlerin

sitoplazmaya salinmasi ile sonuglanir. Bu yolak Bcl-2 ailesinden bir grup protein
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tarafindan diizenlenir. Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu proapoptotik proteinler ve
antiapoptotik proteinlerdir. Proapoptotik proteinler apoptozu mitokondriden sitokrom
c¢’nin salinmasini saglayarak regilile ederken antiapoptotik proteinler bu salinimi
engellemektedirler. Antiapoptotik ve proapoptotik preoteinler arasindaki denge
hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini belirlemektedir. Diger apoptotik faktorler
mitokondrinin membranlar aras1 kismindan salman apoptozu indiikleyici faktdr (AIF)
ve mitokondri kaynakli kaspaz aktivatoriidir (SMAC). Sitokrom c, sitoplazmaya
salininca APAF-1 ile birlesir ve apoptozom’u olusturur. Bu kompleks prokaspaz 9’a
baglanir (204). Aktif kaspaz 9’da kaspaz 3’t aktive ederek diger kaspaz kaskadinin
tetiklenmesini saglar (Sekil 2.9) (106).
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Sekil 2.9. Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik yolaklar (70)
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2.2.3.3. Intrinsik Endoplazmik Retikulum Yolag

Apoptozda tam olarak bilinmeyen ii¢iincii yolak intrinsik endoplazmik retikulum
yolagidir. Bu yolagin kaspaz 12 bagimli ve mitokondriden bagimsiz fonksiyon
gosterdigi  bildirilmektedir. Hipoksi, glukoz yetersizligi, kalsiyum dengesindeki
bozukluklar ve serbest radikallere maruz kalma gibi hiicresel stresler endoplazmik
retikulumun hasar gérmesine sebep olarak protein sentezinin azalmasina ve protein
katlanmalarinin agilmasina neden olur ve bir adaptdr protein olan Tiimor Nekroz Faktor
Reseptor iliskili Faktor-2 (TRAF-2), prokaspaz 12’ye baglanir ve onu inaktive eder
(204). Endoplazmik retikulumun strese maruz kalmasiyla TRAF-2 ayrilir ve bu ayrilma
kaspaz 12’nin aktive olmasina neden olur (91,218). Aktive olan kaspaz 12, prokaspaz
9’a baglanir. Daha sonra aktif hale gegen kaspaz 9 apoptotik yolaktaki en Onemli
efektor kaspaz olan kaspaz 3’1 aktive etmek icin prokaspaz 3’e baglanir. Kaspaz 12’nin
sitokrom c salinimina neden olarak intrinsik yolagi uyardigini gosteren kanitlar

olmasina ragmen bu mekanizma mitokondriden bagimsizdir (136).

2.2.4. Apoptozun Genetik Kontrolii

Protoonkogenler hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasinda gorev yapan proteinleri
kodlayarak hiicrenin normal biiylime ve gelisimini diizenleyen genlerdir. Normal
hiicresel genler olan protoonkogenlerin mutasyona ugramis halleri onkogen olarak
isimlendirilir (105). Onkogenler, hiicrenin asir1 biiylime ve bdlinmesi dogrultusunda
uyarimi gerceklestirir. Hiicrenin biiyiime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan
ve dengeleyen genler ise adindan da anlasilacag iizere tlimor baskilayict genlerdir (10,
134, 145). Son yapilan calismalar, baz1 onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin
programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini gostermektedir (34). Omurgalilarda apoptozu
diizenleyen genler c-myc, p53 ve Bcl-2 ailesi (Bcl-2, Bax ve Bcl-x) olarak bilinmektedir

ve iiretimini sagladiklari proteinler de ayn1 adlarla anilmaktadir (138, 212).
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2.2.4.1. Bcl-2 Gen Ailesi Proteinleri

18. Kromozom iizerinde yer alan Bcl-2 geni ilk kez B hiicreli folikiiler
lenfomalarda tanimlanmistir (105). Bcl-2 ailesi apoptozu diizenlemede en 6nemli role
sahip olan onkoprotein grubudur (197). Simdiye kadar Bcl-2 ailesinin 25 iiyesi
tanimlanmis olup bu proteinler mitokondri, diiz endoplazmik retikulum, periniikleer
membran ve hematopoietik hiicrelere lokalize olarak bulunmaktadir (104). Bcl-2
proteinlerinin iki ana grubu proapoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bim, Hrk
vs) ve antiapoptotik proteinlerdir (Bcl-2, Bcl-2XL, Bcl-W, Bfl-1 vs ) (204). Hiicrelerin
apoptotik uyariya duyarlilig1 pro ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye
baghidir. Hiicrede proapoptotik proteinler fazla oldugunda hiicre apoptoza daha duyarli
olurken, antiapoptotik proteinlerin fazla oldugu durumlarda ise hiicre apoptoza daha az

duyarli hale gelmektedir (170).

Biitiin Bcl-2 gen ailesi iiyeleri mitokondrinin dis zarinda homo veya
heterodimerler halinde bulunurlar ve por olusumu ve iyon kanallarinin sekillenmesini
saglarlar. Apoptozun intrinsik yolagi Bel-2 ailesinin iiyeleri ile diizenlenmektedir. Bcl-2
ailesinin biitiin liyeleri yapilarinda bulunan Bcl-2 homoloji bolgelerinden (BH1-BH4)
en az birini tasir (146). Proapoptotik ve antiapoptotik etkili Bcl-2 ailesinin isleyisi
yapilarinda bulunan hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks bodlgelerine baghdir. BHI,
BH2 ve BH3 bdélgeleri hidrofobik cebi olusturur, amfipatik a-heliks ise BH3 bolgesinde
yer alir. Proapoptotik ya da antiapoptotik iiyeler birbirlerine hidrofobik cep lizerinde
bulunan BH3 bolgesinden baglanirlar. Bu baglanma apoptozun baslamas: i¢in BH3
bolgesinin gerekli oldugunu gostermektedir (77). Bcel-2 ailesi proteinlerinin dikkat
cekici ozelliklerinden birisi de homodimer ve heterodimer olusturabilme kabiliyetidir.
Bu ailenin antiapoptotik ve proapoptotik iiyeleri arasindaki heterodimerizasyon,
birbirlerinin biyolojik aktivitelerini inhibe ettigini diisiindliirmektedir. Apoptotik aktivite
icin BH1, BH2 ve BH3’e ilave olarak BH4’{in olmas1 gerekliyken proapoptotik aktivite
icin BH3 olmasi gerekir (Sekil 2.10) (197).

Proapoptotik Bcl-2 proteinleri siklikla sitozol iginde bulunurlar ve hiicresel stresi
takiben antiapoptotik proteinlerin yer aldigi mitokondri ylizeyine yerlesirler (24). Bax

ya da Bak gibi proapoptotik proteinler heterodimerizasyon yoluyla kaspaz
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serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin permeabilitesini degistirerek sitokrom

¢’nin serbestlesmesine neden olur. Dolayisiyla kaspaz aktivitesine neden olur (197).

Bcl-2 ailesinin iyon kanallar1 olusturdugu diisiiniilmektedir. Bel-xI, bakteriyel
toksinlerin por meydana getirme etkisine benzer bir 6zellige sahiptir. Bel-2, Bel-xI ve

Bax sentetik lipid membranlarda iyon kanallar1 olustururlar (78).

Bcl-2 diger bir mekanizmasida APAF-1 ve Bcl-x1’in birlesik etkisi ile olur. Bcl-
x|, APAF-1’i ayirarak prokaspaz 9’un aktif kaspaz 9’a dontismesini 6nler (78).

) Pro-apoptotoik Anti-apoptotik
BH3 Bl(:i B Pop
ityeleri g;n : ;’:f; i
lCOklU' l BCI'Z

oden DY CoSemTSTII e o
s e ol

e P Bel-Xp

Sitokrom ¢ salinimi Mitokondriyal fonksiyonsuzluk

} }
Kaspaz-bagimh Kaspaz-bagimsiz
apoptozis Olim

Sekil 2.10. Bcl-2 ailesi iiyeleri (99)

Bcl-2, Bel-xI

Apoptozu inhibe eden proteinlerdir. Bu proteinler yapilarinda transmembran
domain ile birlikte, BH1, BH2, BH3 ve BH4 domainlerini igerirler (77). Bcl-2 giiclii bir
Olim inhibitoriidiir ve mitokondriden sitokrom-c salinimin1 engellemede rol oynar. Bcl-
2 mitokondri membran disinda, endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda yer
almaktadir (141). Mitokondriyal membran porlar1 non-spesifik transportirlardir ve 1,5

kDa’dan kiigiik molekiiller porlardan gegebilir. Bcl-2 mitokondriyal membran porlarinin
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acilisin1 inhibe eder (78). Bcl-xI ise mitokondri membran disinda lokalizedir. Bel-xI ve
Bcl-2 beraberce mitokondri membran gegirgenligini korurlar. Proapoptotik proteinleri
(Bax ve Bad) inhibe ederek apoptozu engeller (106). Bcl-xI kaspaz aktivasyonunu,
APAF-1 iizerinden onler (141).

Bax, Bad ve Bid

Apoptozu uyarict 6zellik gosteren proteinlerdir. Bu grupta BH4 bolgesi disinda
diger {i¢ bolgeyi de iceren Bax, Bak ve Bok ile sadece BH3 bolgesi igeren proteinler
olan Bad ve Bid de yer alir (77). Bax ve bad proteinleri etkilerini diger bir protein ailesi;
kaspazlar tlizerinden gergeklestirir. Bunlarin sayist da bir diizineden fazladir. Saglikli
hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile sitozolik Bax mitokondriye yonelir
ve cesitli degisimler sonucunda Bax’in hidrofobik C terminal ucu agiga ¢ikar ve
sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain tarafindan Bax salinimi uyarilarak sitokrom-
¢ agiga cikar (203). Bcl-2’nin tersine hiicre i¢inde yiiksek miktarlarda Bax proteini
birikimi apoptoza neden olur. Bax proteini mitokondri zarinda delikler olusturarak
sitokrom-c’nin mitokondriden salinmasina neden olur ve proapoptotik kaspazlari aktive
ederek apoptozu baglatir. Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin dis zarinda
bulunur. Apoptoz sirasinda Bax degisime ugrar ve N terminal ug agiga ¢ikarken Bcl-xI
bad’dan ayrilir (187, 203). Bid, Bcl-2’yi inaktive etmek veya Bax’1 aktiflemek {izere
mitokondriye yonelir (141). Endojen Bid’in yaris1 sitozolde erir. Diger yarisi ise hiicre

ici membranlarda 6zellikle de endoplazmik retikulumda bulunur (187).

Bax, Bcl-2 ile heterodimer, kendisi ile homodimerler olusturur. Bax, hiicrelerde
asir1 eksprese edildigi zaman, 6liim sinyaline yanit ve apoptotik 6liim hizlanir. Bcel-2
asir1 eksprese edildigi zaman, Bax ile heterodimer yapar ve 6lim baskilanir (148). Bu
nedenle, Bax/Bcl-2 orani, apoptoza yatkinligin belirlenmesinde 6nemlidir. Bax proteini,
Bcl-2’ye benzer sekilde bir karboksil ug igerir ve Bcl-2 gibi mitokondri de dahil
intraseliiler membranlara lokalize olur. Bax, normal maturasyon siirecinde olen
hiicrelerdeki bolgelerde ve dokularda biiyiilk oranda eksprese olur. Ayrica, Bax/Bcl-2

orani, gelisim siirecinde degisiklik gosterir (174).
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Sekil 2.11. Kanser ve apoptoz (204)

2.2.4.2. p53

Timoér protein 53 olarak isimlendirilen p53 proteini en iyi bilinen timor
baskilayict proteindir. 17. kromozomun kisa kolu iizerinde bulunan TP53 tiimor
baskilayict geni tarafindan kodlanmaktadir ve molekiiler agirligi 53 kDa’dur.
Apoptozun yanisira hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, ¢ogalma, farklilasma, gen
amplifikasyonu, DNA rekombinasyonu, kromozomal ayrimi ve hiicresel yaslamada
onemli rol istlenmektedir. Bu nedenle “genom gardiyani” olarak isimlendirilir (204).
p53 proteini normal hiicrelerde diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Hiicre
DNA’s1 fiziksel ya da kimyasal mutajenik bir ajana maruz kaldiginda ise p53 geninin
ekspresyonu sonucu p53 proteininin konsantrasyonu artar (15, 23). Bu artis p53
proteinlerinin hedef genleri olan Mouse double minutes 2 (Mdm-2), p21, biiyiime
durmast ve DNA hasar proteini 45 (GADDA45) ve Bax gibi genlerin transkripsiyonunun

1WAF1/CIP1

artmasma yol acar. p2 geni tarafindan kodlanan protein, siklin bagiml
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kinazlar1 (cdk) inhibe ederek hiicre dongiistinii G1/S evresinde durdurur (86). GADDA45
geninin kodladig1 protein ise DNA tamirinde rol alir. p53 hiicre apoptozuna Bax/Bcl-2
yolunu izleyerek neden olmaktadir. p53 tarafindan aktive edilen Bax geni, Bcl-2 genini
inaktive ederek apoptozu baslatir (220). p53 proteini DNA’s1 hasar gormiis hiicrelerin
cogalmasimi durdurmakta ve DNA’nin onarimina olanak saglamaktadir. DNA hasari

onarilamayan hiicrelerin ise apoptoz ile yok edilmesine neden olmaktadir (Sekil 2.12)
(73).
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Sekil 2.12. p53 geni etki mekanizmas1 (181)
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Insan kanserlerinin %50’den daha fazlasinda p53 tiimdr baskilayict geninde
defektler belirlenmistir (204). Bu durum Mdm-2 gibi p53 inhibitorlerinin ekspresyon

artisin1 ya da p53°lin 6nemli ko-aktivatorlerinin susturuldugunu géstermektedir (83).

Hasarl1 hiicrelerde fonsiyonel p53 yoksa hiicre siklusu kontrol edilmeden ilerler.
p53’tn diizenleyici aktivitesi ise negatif diizenleyici Mdm-2 proteini ile saglanir
(114,120). Mdm-2, p53 degradasyonunda rol oynayan baslica enzim ubikuitin-protein
ligaz enzimidir (E3) (156). Mdm-2 proteini, p53’ii kontrol altinda tutar ve p53’iin G1/S
gecisinde siklusu durdurur ve apoptozu engeller. Radyasyon vb. etkilerle DNA’da bir
hasar meydana geldiginde Mdm-2 proteininin p53’e¢ baglanma bolgesinde yapisal
degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle Mdm-2 p53’ii baglayamaz ve serbest p53’iin
transkripsiyonel aktivitesi hiicre siklusunu G1 noktasinda durdurur ve Bax genini aktive
ederek hiicreyi apoptoza gotiiriir. Mdm-2, p53’iin transkripsiyonunu azaltir veya p53°e

baglanarak aktivitesini inhibe eder (114,120).

2.2.4.3. Kaspazlar

Kaspazlar apoptotik hiicre oliimii sirasinda énemli rol oynayan sistein-proteaz
grubu enzimlerdir. Kelime olarak “Sistein Aspartat Spesifik Proteaz” (CASPASE)
olarak tiiretilmistir (142). Hem intrinsik hemde ekstrinsik apoptozda gorev alan
kaspazlarin bugiine kadar 14 izoformu kesfedilmistir. Ilk kesfedilen kaspaz memelilerde
interlokin-1 beta doniistiiriicii enzim (ICE) ile denk olan C.elegans’in ced-3’tidiir. Daha

sonra kaspaz 1 olarak isimlendirilmistir (78).

Kaspazlar proteini aspartat amino asidinden sonra kesen ve aktif merkezinde
sistein bulunduran proteaz ailesidir. Bu kesme islemi proteinin aktivasyon veya
inaktivasyonuna neden olmaktadir. Kaspazlar zimojen olarak salmirlar. Tim
kaspazlarin yapisinda biiyiik (p10) ve kiigiik (p20) katalitik alt {initeleri ve N- ucunda
baglanma bolgeleri vardir. N-terminal bolgesi kaspazdan kaspaza degisiklik
gostermektedir (216). Aktive olmalar1 igin proteolizle C-ucundaki aspartik asit

kalintilarinin ayrilmasi gerekir. Genellikle baglanma bolgesinin uzaklagmasi ile katalitik
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iki alt iiniteye ayrilir. Ayrilan biiylik ve kiiclik alt tniteler katalitik tinite olusturmak
tizere bir araya gelirler. Aktif kaspaz iki pl10 ve iki p20 alt iinitesi iceren ve iki aktif
bolgesi olan bir heterotetramerdir. Aktif bolge sistein ve histidin uglar1 biiyiik alt
tinitede, substrattaki aspartatlara baglanarak pargalanmayi olusturan arginin uglar ise
kiiciik alt tiinitede bulunmaktadir. Kaspazlar aspartat bolgelerinden substratlarini
parcaladigi ve kendileri de aspartat bolgelerinin parcalanmasiyla aktive olduklari igin

proteolitik bir kaskad baslatma potansiyelleri vardir (Sekil 2.13) (153).
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Sekil 2.13. Prokaspaz ve aktif kaspazin yapisi (43)

Kaspaz 1, 2,4, 5, 8,9, 10, 11, 12, 13 baslatic1 kaspazlar olup, uzun N terminal
bolgesi igerirler. Bu uzun N terminal bolgelerinde kaspaz aktive edici toplayict bdlge
(CARD) veya olimi etkileyen bolgeler (DED) bulunmaktadir. Kaspaz 3, 6, 7, 14

sonlandirict kaspazlar olup kisa N-terminal bolgesi icerirler. Baslatici kaspazlardan 1,
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2,4,5,9, 11, 12, 13 CARD domain, kaspaz 8, 10 ise DED domaini i¢cermektedir.
Kaspaz 3, 6, 7, 14 ise kisa N-terminal bolgeye sahip olup, CARD veya DED domaini
igcermektedir (216).

Kaspaz 3

Kaspaz 3’{in, insan kromozomunun 4q33-q35.1 bolgesinde bulunan 32 kDa
agirhiginda bir sistein proteaz oldugu gosterilmistir (195). Diger kaspazlar gibi kaspaz
3’te inaktif proenzim olarak bulunmaktadir. Apoptotik uyar1 geldigi zaman kaspaz 3
aspartik asit bolgesinden proteolitik yikima ugrayarak iki alt tiniteye ayrilir. Bu iki alt
tinitenin kendi arasinda tetramerik bir yap1 olusturmasiyla kaspaz 3 aktif hale gecer
(51). Kaspazlar igerisinde kaspaz 3 apoptozdaki rolleri ve ozellikleri agisindan en iyi
anlagilmis olanmidir. Kaspaz 3 bir¢ok etkiye sahiptir. Bu etkilerin bazilar1 6lim
indiikleyicilerine maruz kalan belirli hiicre tiplerinde hiicre oliimii i¢in kritik
ozelliktedir. Bazi etkileri ise hiicre oliimii kesinlestikten sonra bu siirecin diizgiin bir

sekilde gerceklesmesini saglamak yoniindedir (159).

Apoptozun efektor kaspazlarindan biri olan kaspaz 3, apoptoz siirecinde birgok
farkl1 sistem tarafindan kirilan niikleer enzim, poli ADP Riboz polimeraz (PARP) gibi
birgok anahtar proteinin kismen veya tamamen proteolitik kirilmasindan sorumludur
(195). Kaspaz 3 fodrin, aktin, lamin gibi hiicrenin yapisal proteinlerini, DNA tamir
mekanizmasinda gorev alan PARP enzimini, DNA fragmentasyon faktorlerini, siklin
bagimli protein kinazlar1 ve bazi sinyal yolagi proteinleri gibi bir¢ok molekiiliin

parcalanmasini saglayarak hiicrenin yapisal biitlinliigiiniin bozulmasina sebep olur (38).

Kaspaz 3 gen hedefleriyle apoptozda derin hasarlar olusturulmus fareler ile
yapilan ilk ¢alismada, mendel yasalariyla beklenenden daha az sayida fare dogmustur.
Dogan fareler, ayn1 anneden dogan diger farelerden daha kiiciik olup 1-3 haftalikken
Olmislerdir. Fenotipleri onemli Ol¢lide simirlanmistir. Embriyonik kalp, akciger,
karaciger ve bobreklerde gozle goriiniir bir anormallik goézlenmezken en fazla sinir

sisteminde etki gostermistir (112, 205).
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Kaspaz 3’lin apoptoz indiiksiyonundaki temel rolii Zheng ve arkadaslar
tarafindan knockout farelerinin hepatosit ve timositlerinde yapilan c¢alisma ile
gosterilmistir. Buna gore kontrol hiicreleri ile kaspaz 3 -/- hepatosit ve timositler ayni
hizda 6lmelerine ragmen, FasL’den eksprese olan 3T3 hiicreleri ile yeniden kiiltiire
edildiginde 6 saat i¢inde yabanil tip hiicrelerin ¢ekirdeklerinin pargalara ayrildigi ve
sitoplazmik tomurcuk olusumu gibi tipik apoptotik ozellikler gosterdigi fakat kaspaz 3

-/- hiicrelerde bu 6zelliklerin gozlemlenmedigi bildirilmistir (223).

2.3. HUCRE ICI PROTEIN YIKIMI

Tiim hiicre i¢i proteinler siirekli sentez ve yikima ugrarlar. Bu siirekli protein
dongiisii ile hasara ugramis ya da degisime ugramis proteinler ortadan kaldirilmaktadir.
IIk bakista fonksiyonlarmi kaybetmeden once hiicresel bilesenlerin bu tip siirekli
yenilenmesi hiicresel kaynaklarin bosuna tiiketimi gibi goriinebilir. Ancak hasarli hiicre
ici bilesiklerinin birikmesinin hiicre fonksiyonu ve canlilif1 iizerine olumsuz etkileri
vardir. Protein yikimi ile yikilan proteinin amino asit bilesenleri yeni proteinlerin
sentezi i¢in yeniden kullanilir. Farkli proteinlerin hiicre icinde sentezlenip yikildigi
oranlar da farklidir ve degisik uyaranlara cevap olarak ya da farkli sartlar altinda
degisebilirler. Protein sentezi ve yikimi arasindaki bu denge, hiicrelerin hiicre disindaki
cevrenin degisimlerine adaptasyonu i¢in hiicre 1i¢i protein seviyelerini hizla

degistirmelerine olanak saglar (127).

Hiicre i¢i protein dongiisiinden iki ana proteolitik sistem sorumludur: lizozomal
sistem ve ubikuitin proteozom sistemi. Lizozomlar kesfedilen ilk proteolitik sistemler
olup 80’lerin basinda ubikuitin proteozom sisteminin Onemi anlasilmistir. Protein
yikiminin rolii sadece toparlanma olmakla kalmayip hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi

gibi baslica hiicre i¢i islemlerin diizenlenmesine kadar genislemistir (127).
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2.3.1.Ubikuitin Sistem

Ubikuitin proteozom sistemi Okaryot hiicrelerde 6nemli bir proteolitik yoldur.
Yikim i¢in substratlarin izlenmesi ve bunlarin o anki proteolitik kirilmasi iki ana
asamadir. Ubikuitin proteozom sistemi hiicresel homeostazin devamliligina ve protein
kalitesi kontroliine yardimci olur. Fakat bu sistemi hiicre canlilig1 i¢in vazgecilmez
yapan temel hiicre i¢i islemlerdeki diizenleyici roliidiir. Bu temel islemler arasinda
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre bdliinmesi, transkripsiyon ve sinyal mekanizmalari

sayilabilir (127).

Ubikuitin proteozom sistemi hiicresel homeostaz i¢in gerekli olan hiicre dongiisii
diizenlenmesi, apoptoz, reseptor sinyallesmesi, endositoz ve digerleri gibi ¢ok sayida
onemli siiregte rol oynar. Hiicre biiylimesi ve proliferasyonu tiimor baskilayicilarinin,
protoonkogenlerinin ve sinyal ileti komponentlerinin ubikuitin aracili yikimu ile kontrol
edilir. Bunlarin dogal sonucu olarak ubikuitin proteozom sistem bilesenlerinden biri ya
da daha fazlasindaki bozukluk insan hastaliklarindaki 6nemli sebeplerinden biri olarak

diistiniilmektedir (53).

2.3.2. Proteozom

Ubikuitin proteozom sisteminin proteolitik bileseni proteozomdur. Proteozom
prokaryot ve okaryotlarda bulunan multikatalitik enzimatik bir komplekstir. Bir katalitik
0z (20S proteozom) ve birka¢ tip diizenleyici alt birimin (19S ve 11S) farkh
kombinasyonlari ¢esitli tiplerde hiicre i¢i proteozomlari olusturur. Bu katalitik 6z 4 adet
iist iiste halkadan olusan varil sekilli bir bolmedir; 4 adet halkanin her biri de 7 farkl
al-7 (dis iki halka) veya P1-7 (iki i¢ halka) alt birimi igerir. iki i¢ alt birimin 3’ii
(B1,2,5) proteolitik aktif kisimlari tasir, dis a alt birimler ise holoenzimi stabil hale
getirir (Sekil 2.14) (127).
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Sekil 2.14. Proteozom yapist (2)

En iyi bilinen proteozom tipi 26S proteozomdur. 26S proteozom katalitik 6z ile
iki yan 19S diizenleyici alt birimin bilesiminden olusur. Pek cok ubikuitin isaretli
protein 26S proteozomu tarafindan taninir ve yikilir. 19S diizenleyici alt birimin farkli
bilesenleri substrat taninmasinda rol alir. Ayrica bunlar o halkasinin ‘a¢ik’ durumuna
kars1 uygun degisimleri tetiklerler ve genelde substrati katalitik 6ze yonlendiren giicii
saglar. 19S alt birimleri diger alt birimlerle birlikte stabil hale gelen bir kapak ve bir
tabani orgiitlerler (127).

2.3.3. Ubikuitinasyon Mekanizmasi

Ubikuitin tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan 1s1ya dayanikli, kiigiik (8.5 kDa) bir
proteindir (45). 76 aminoasit igeren ubikuitinin primer yapis1 yiiksek oranda
korunmugstur (166). Regiilatér proteinlerin ubikuitin aracilt yikimi bir¢ok metabolik
olayda onemli rol oynar (109). Diger proteinler i¢in bir post-translasyonel modifikasyon
isareti olarak etki eder. Hedef proteinlere ubikuitin eklenmesi ATP bagimli arka arkaya
calisan ii¢ esansiyel enzim gerektirmektedir. Bunlar; ubikuitin aktive edici enzim (E1),
ubikuitin konjuge edici enzim (E2) ve E3’dir (53).
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Ubikuitinin karboksil (C) terminalindeki glisin kalintis1t E1 tarafindan uyarilir.
ATP gereklidir. Ubikuitin adenilatin ara formu olusur ve PPi salinir. Bunu takiben
ubikuitin E1’deki sistein kalintisina tioester bagi ile baglanir ve AMP (adenozin
monofosfat) agiga ¢ikar. Aktif ubikuitin, E2 enziminin sistein kalintisina transfer edilir
(179). E3 enzimi sistemin en 6nemli substrat belirleyici faktorii olarak galisir. Ubikuitin,
hedef proteinlerin lizin rezidiilerine esas olarak g-amino gruplarindan, kendi C-terminal
karboksil grubu ile izo-peptid bag1 olusturarak konjuge olur. Ubikuitinin kendisinde 7
tane lizin rezidiisii bulunur. Onceki ubikuitinde bulunan bu lizin rezidiilerine yeni
ubikuitinler eklenerek devam eden ubikuitin eklenme dongiisii olusur. Bu yolla, bir
hedef proteinde poli-ubikuitin zincirleri olusturulabilir. Eger hedef protein tlizerindeki
poli-ubikuitin zinciri baglanmay1 basarirsa ve ubikuitin parcalari dort veya daha fazla
ise bu 26S proteazom igin tanima sinyali olarak etki eder. Proteozom hedef proteini

ATP bagiml yolla parcalar (Sekil 2.15) (53).
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Sekil 2.15. Ubikuitinasyon mekanizmasi (207)
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2.3.4. Hepatoselliiller Karsinoma Patogenezinde Ubikuitin Sistem Bozuklugunun

Rolii

Insan karaciger kanserinin molekiiler incelemesinde, hem onkogenler hemde
timor siipresor genlerdeki degisimleri iceren c¢ok sayida genetik ve epigenetik
degisimler saptanmistir. Bu genetik degisimlerin bir kismi direkt olarak ubikuitin

proteozom sistemi ve onun islevlerini etkilemektedir.

Hepatoselliiler karsinoma ile baglantili kiiciik bir protein olan gankyrin 26S
proteozomun regiilator altbirimi olarak ubikutinlenmis proteinlerin ATP bagiml
yikiminda gorev alir. Insanlarda hepatoselliiler karsinomada rutin olarak hem mRNA
hemde protein seviyeleri yiikselir. Bir karaciger kanseri modelinde hepatositlerdeki
artmis gankyrin ekspresyonu gozlenebilen en erken olaylardan birisidir. Hepatoselliiler
karsinomada gankyrinin asir1 ekspresyonu timor hiicrelerinin anti apoptotik aktivite
gostermelerine neden olur. Gankyrin {izerinede cdk ve retinoblastoma preteini (pRb)
i¢in baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Gankyrin cdk4’i bagladigi ve p16 ile yarigarak
cdk4 kinaz aktivitesi tizerindeki inhibitor etkileri kaldirdigi gosterilmistir. Gankyrin’in
cdk4 aktivitesi lzerindeki bu etkisi, gankyrin asir1 {retiminin pRb hiper-
fosforilasyonuna neden oldugu ve aktif transkripsiyon uzama faktorii-2 (E2F) salinimi
ile muhtemelen artmis hiicre boliinmesine neden olmaktadir. E2F, tiimdr baskilayici gen
irtinii olan ve aymi zamanda hiicre dongilisiinii diizenleyen pRb tarafindan inhibe
edilmektedir. Gankryin hiper-fosforile pRb’yi 26S proteozoma tasir. Burada
gankyrin’in ATPaz’a baglanmasi pRb salinimi1 ve ardindan yikilmasini saglar. Gankyrin
ayni zamanda p53 tiimor baskilayici proteinini de etkilemektedir. p53 normal sartlar
altinda oldukca kararsiz bir proteindir ve Mdm-2 protein etkisi sirasinda p53 inaktive
edilir. Mdm-2 bir E3 enzimidir. p53 ubikuitinasyonu ve ardindan 26S proteozom ile
yikimi sirasinda p53 stabilizasyonunun negatif diizenleyicisi olarak etki gosterir. Ek
olarak, gankyrin Mdm-2 ile hem in vitro hemde in vivo etkilesmektedir. Bu etkilesim
p53 i¢in Mdm-2’nin hem birlikteligini hemde aktivitesini arttirir. Bu gankyrin aracili
artmis Mdm-2 ve p53 etkilesimi artmis ubikuitinasyona ve ardindan p53’iin
proteozomal yikimina neden olur. pRb proteini, gankyrin aracili Mdm-2 ve p53

etkilesmesini engelleyebilir ve bu sayede p53 ubikiutinasyonunu ve hemen ardindan
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yikimini engeller. Bu veriler; pRb’nin gankyrin aracili Mdm2-p53 etkilesimini bozarak
p53 stabilizasyonunu etkiledigi goriisii ile uyumludur. Ancak artmis Mdm-2 veya
gankyrin ekspresyonu (¢ogu zaman kanserde oldugu gibi) durumunda pRb yikilir, bu
yiizden p53’iinde yikimini arttirir (Sekil 2.16) (53).
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Sekil 2.16. Gankyrin aracili Mdm-2 - p53 etkilesimi ve p53 yikiminda pRb regiilasyonu modeli (53)

Son yillardaki ¢aligmalar, ubikuitin proteozom sisteminin Niikleer faktor kapa B
(NF-xB) aktivasyonu ile sonuglanan sinyal kaskatlarinda ¢ok cesitli roller oynadigini
gostermektedir. Cesitli immiinolojik uyarilara yanit olarak transkripsiyonel hiicre
diizenlemeleri, transkripsiyon diizenleyici faktor, NF-xB ile ayarlanir. Calismalarda,
ubikuitin proteozom sistem bilegenlerinin genetik bozukluklari ile NF-kB sinyal sistemi
bozukluklarinin hepatoselliiler karsinoma patogenezi ile birlikte oldugu belirtilmistir.
Ubikuitin proteozom sistem bilesenlerinin selektif inhibisyonu ile NF-xB blokaji
gerceklestirilebilir. Bunun, ilag iretimi i¢in yeni ve verimli bir hedef oldugu konusunda
bilgi verilmistir. Inaktif NF-xB sitoplazmada nukleusa translokasyonu inhibe eden
inhibitor kB-a (IB)’ye bagh olarak bulunur. Patojenler (viriis-bakteri), radyasyon, bazi
kemoterapatik ajanlar, sitokinler (TNF-a, IL-1) hiicre igi sinyal ileti yoluyla NF-«xB’yi
aktive eder. Bu aktivasyon da apoptoz inhibisyonuna neden olur. Ubikuitin, IB’ye
kovalent baglanir, fosforile olur, fosfo IB hizla 26S proteozom tarafindan yikilir, NF-

kB’nin niikleer translokasyonu gerceklesir (Sekil 2.17). Bdylece aktive NF-xB
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antiapoptotik etki gosterir. Ubikuitin protecozom yolu inhibe edilerek NF-xB

transkripsiyonel faktoriin blokaji1 timor hiicre 6liimiinii fazla miktarda arttirir (53).
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Sekil 2.17. NF-kB aktivasyonu (208)

2.4. Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll) kompleksi

([Au(dppz)Cl2]CI)

Cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in Cinli ve Arap hekimlerin altin kullanim1 ¢ok
eskilere dayanmaktadir. Daha yakin zamanlarda, Kochun Au(CN);" nin bakteriositatik
etkisini gostermesi ile altin bilesiklerinin farmakolojik aktivitesi i¢in bilimsel bir temel
saglanmis oldu. Romatoit artritli hastalarda altin bazli bilesikler tedavide
kullanilmaktadir. Sonradan altin bilesiklerinin anti-tiimor aktiviteleri aragtirilmaya

baslanmistir ve daha yakin zamanlarda ise anti-HIV etkileri arastiriimaktadir (194).

Altin bilesiklerinin tipta kullanimina krizoterapi denilmektedir (194). Son
yillarda tibbi inorganik kimyada altin yaygin olarak kullanilmaktadir (140). Anti-
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inflamatuar ve imminsupresiv etkileri nedeniyle romatoid artritli hastalarda
kullanilmakta olan bazi Au(l) bilesikleri olasi antikanser etkileri digiiniilerek
arastiritlmistir. Gergekten de, Au(I) thiomalate, Au(I) thioglukoz ve auranofin gibi bazi
klinik olarak kullanilan antiaritritik Au(I) bilesikleri hem in-vitro hem de in-vivo’da

Oonemli antitiimor aktivite gostermislerdir (13).

Yaklasik son 20 yildir, potansiyel antikanser ajani olarak Au(Ill) bilesikleri yeni
bir merak olusmustur. Boylece cok sayida Au(Ill) hedefleri arastirilmistir. Au(III)
komplekslerinin ¢ogu grubu 6nemli antikanser aktiviteye sahip olabilir. Bunlar, Au(III)
koordine kompleksler, Au(IIl) biyoligand igeren kompleksler ve organometalik Au(III)

tiirleri olarak siniflandirilabilir (154).

Gliglii bir antitiimor aktiviteye sahip olan inorganik kompleks sisplatin bir¢cok
insan solid karsinomasinda tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir. Sisplatin,
metastatik nasofarenjal karsinomada etkili olmasina ve kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinde sag kalimi uzatmasina ragmen hepatoselliiler karsinomali hastalarda
sisplatine genel yanit oran1 diisiiktiir ve hasta yasam siiresini uzatmada basarili degildir.
Bu nedenle hepatoselliiler karsinoma tedavisinde yeni ve toksik olmayan bir ajana

ithtiya¢ duyulmaktadir (124).

Ayn1 zamanda Au(Ill) kompleksleri, antitiimér platin kompleksleri gibi
invitro’da 6nemli sitotoksik etkiler gostermektedir (140). Altin, Au(IIl) oksidasyon
durumunda sisplatin ile izoelektronik ve izoyapisaldir ve benzer squar planar yapi
gostermektedir. Pt(II) kompleksine benzer DNA adduct’lar1 olusturabilecegi mantigi
tizerine arastirmalar yapilmistir (Sekil 2.18) (116). Simdiye kadar Au(l) tlirevlerinin
potansiyel antikanser aktiviteleri yaygin olarak arastirilmistir. Au(Ill) komplekslerinin
fizyolojik kosullardaki zayif stabilitesi alternatif bir antitimor ajan olmalarim
engellemistir (13). Au(IIl)’iin fizyolojik sartlarda Au(I)’e indirgenmektedir (116).
Au(II) metal merkezinin stabilitesi multidentate ligandlarin koordinasyon tarafindan
gelistirilmistir (13). Bu nedenle arastirmalarda Au(Ill) oksidasyon durumu bazi
ligandlar ile stabil hale getirilmektedir (116). Bioaktif molekiillerin-metal merkezlere
koordinasyonu, orijinal molekiilden daha fazla terapotik etkili yeni bilesiklerle

sonuglanir. Metal bilesiklerin artan aktivitelerinin sebebi normal metabolik yolaklardan
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korunmalar1 ve yavas salinim mekanizmalar1 olabilir (194). Fakat fazla stabilizasyon

biyolojik aktivite kaybina neden olabilir (13).
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Sekil.2.18. Sisplatin etki mekanizmasi (58)

Maruyama ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada dipirido [3,2-a:2°,3’-c] (dppz)
fenazin ligand iceren komplekslerin DNA’ya yiiksek baglanma affinitesine sahip oldugu
rapor edilmistir. Bu kompleksler diger komplekslerden daha fazla baglanma affinitesi
gostermektedir. Clinkii dppz ligand, bir DNA sarmalinin baz ¢ifti arasina eklenebilir
(128).

Antikanser ajanlarin mekanizmasin1 anlamak i¢in, hiicrenin 6liimiinii tetikleyen
olaylarin kademelerine karisan molekiiler bilesenleri tanimlamak biiyiik ©6nem
tasimaktadir. Pt ve Au bilesiklerinin kimyasal benzerligi nedeniyle her ikisininde
hedefinin DNA olabilecegine inanilmaktadir. Bununla birlikte in-vitro’da Au(l) ve
Au(IIl) komplekslerinin DNA ile direk interaksiyonu belirlenmekle birlikte diger

hiicresel komponentlerle de interaksiyon verdikleri belirtilmistir. Diger yandan Au
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komplekslerinin sitotoksitelerini gosterebilmeleri i¢in mitokondrinin uygun bir hedef
olabilecegi belirtilmistir. Ozellikle mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz auronafin,
aurothiomalate ve diger Au(I) triethylposphine tiirevleri gibi altin bilesikleri igin
oldukca 6zel hedef olabilecegi belirtilmistir (13).

Bir¢ok calismada altin komplekslerinin DNA ile etkilesime interkalasyon yolu
ile girdigi belirtilmigtir. M. Navara ve ark. caligmalarinda altin kompleksi ve DNA
arasinda interkalasyon gozlemlemistir. Spektroskopik titrasyon ile DNA ve metal
kompleksi arasinda interkalasyonun belirlenmesine ragmen interkalasyonun tiiri
hakkinda bilgi vermemekterdir. Interkalativ interaksiyonlar ile DNA heliks yapisindaki
degisimleri degerlendirmek i¢in bazi ¢alismalar yapilmaktadir. Calismalarda klasik bir
interkalator olan etidyum bromid ve bir¢ok dppz-metal kompleksi rapor edilmistir.
DNA viskositesinin Olgiimiinde [Au(dppz)Cl2]JCl kompleksinin (Sekil 2.19) farkh
konsantrasyonlari 6nem tagimaktadir. Altin kompleksinin konsantrasyonlarindaki artis
DNA viskozitesini arttirmaktadir. Bu durum [Au(dppz)Cl2]Cl kompleksinin bir DNA

interkalatorii oldugunu gostermektedir (140).

Cl

Sekil 2.19. [Au(dppz)Cl,]C1 kompleksinin molekiiler formiilii

DNA anti-kanser ilaglar igin baslica hedeftir ve Au(Ill) bilesiklerinin DNA’ya
baglanmas1 yaygin olarak c¢alisilmistir (215). Calamai ve arkadaslari, bir square planar
Au(II) kompleksinin DNA’ya kars1 iy1 baglanma 6zelligini gdstermislerdir. DNA’ya

baglanma yetenegi, sitotoksik etki mekanizmasini gdsterebilir. Etki mekanizmasinda
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antitimor metal komplekslerinin toksik etkilerinde metal-protein etkilesimleri anahtar
rol oynamaktadir. Bu durum, DNA antitimor metal ilaglart i¢in ilkin hedef oldugu
orneklemesini hizla reddetmekte ve artik gecersiz hale getirmekte oldugu i¢in daha

onemli oldugu belirtilmektedir (32).

Ancak Au(Ill) komplekslerinin DNA ile interkalasyonunun zayif oldugunun
gosterilmesi, DNA’nin primer hedef olmadigimi gostermektedir (116). Kanser
kontrolsiiz hiicre cogalmasiyla karakterize olmasi nedeniyle, kemoterapotik indiikli
apoptoza biiytik ilgi vardir (215). Mitokondri, yeni kanser ilaglarinin gelistirilmesinde
apoptozun regiilasyonunda kilit bir rol oynamasi nedeniyle dnemli bir hedef olmaktadir.
Birgok altin igerikli bilesigin, anti-tiimor etkilerini mitokondriyal hiicre Olimiini
kapsayan mekanizmalar ile gosterdiklerine dair delliler vardir. Au(Ill) komplekslerini
iceren bir¢ok ¢alismada bu bilesiklerin mitokondriyal fonksiyonlar ve mitokondriyal
tiyoredoksin rediiktaz lizerine etkileri aragtirilmistir. Bu bilesiklerin mitokondriyal zar
gecirgenligini  artirdiklar1  belirlenmistir.  Buna ilaveten, Au(Ill) kompleksleri
tiyoredoksin rediiktaz1 inhibe ettikleri gosterilmistir. Fakat bu durumda Au(III)
oksidasyon durumunun stabil olup olmadig: belirlenememistir. Over kanserinde Au(III)
komplekslerinin sitotoksisiste mekanizmasi arastirilmistir. Bu  bilesiklerin  hiicre
dongiisii lizerine sadece 1limli bir modifikasyon yaparken, apoptozu sisplatinden daha
fazla indiikledikleri belirlenmistir (116).

Au(lll) porfirinla ile yapilan ¢aligmalarda mitokondrinin temel hedef oldugu
gosterilmistir. Au(Ill) porfirinla, hem kaspaz bagimli hemde kaspaz bagimsiz
mitokondriyal yolaklar ile apoptozu indiiklemektedir. Bu kompleksin reaktif oksijen
tirlerini arttirdigit ve membran gegirgenligini degistirerek mitokondri membran

potansiyelinin (A%¥m) indiiklenmesine neden oldugu onerilmistir (185).

Au(lll) ditiyokarbamat anti-tiimoér kompleksinin, insan timor hiicre kiltiiri
calismalarinda sisplatinden daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu gdsterilmistir. Bu
kompleks DNA ile etkilesmekte fakat primer hedefi DNA degildir. Birgok raporda
mekanizmasinin proteozom inhibisyonu ile ilgili oldugu belirtilmistir. Proteozom
inhibisyonunun mekanizmasi bilinmemekte fakat bu bilesigin reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimini arttirarak proteozomlar1 okside ve inaktive ettigi onerilmistir (116).
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Au(Ill)tetra porfirin ile yapilan g¢alismada bu kompleksin Hepatoselliiler
karsinoma ve nazofarengal karsinomada in-vitro ve in-vivo galismalar ile anti-kanser
etkileri belirlenmistir. Apoptoz ile baglantili birgok genin transkripsiyon ve

translokasyonunun ve proteinlerin ekspresyonunun arttig1 gésterilmistir (215).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREC

3.1.1. DENEY HAYVANLARININ TEMINi VE BAKIMI

Calismamiz icin gerekli olan Etik Kurul raporu Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis
ve 124 numarali karar numarasi ile kabul edilerek onaylanmistir. Arastirmamizda
Olclimii yapilacak olan parametreler i¢in gerekli malzemelerin saglanabilmesi amaciyla
calisma proje haline getirilmistir. Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri komisyonunca desteklenen 201011044 nolu proje 31 Aralik 2010 tarihinde

proje komisyonundan onay almaistir.

Calismamizda kullamlan siganlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi
Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Deney Hayvanlar1 12 saat karanlik 12
saat aydinlik ortamda, %45-65 nem oram 22+1 °C sabit oda 1sis1 saglanan ESOGU
Deney Hayvanlart Arastirma Laboratuarinda barindirilmigtir. Siganlara yem ve su

kisitlamasi1 yapilmamaistir ve temizlik kurallarina dikkat edilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. DOZ VE DENEY GRUPLARININ BELIRLENMESI

3.2.1.1. Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3°- c]phenazine (dppz) Au(l11) Kompleksinin Sentez ve

Doz Calhismalar:

Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll) kompleksi Anadolu
Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirma Merkezinde (AUBIBAM) sentezlendi.
Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll) kompleksi ile daha 6nce deney

hayvanlar1 lizerinde ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle kullanilabilecek olan en uygun
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dozu belirlemek amaciyla Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll)

kompleksinin akut toksisite ¢aligmasi yapildu.

a. Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll) Kompleksinin Sentez

Calismasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, ligand olarak dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin (dppz)
kullanilarak, [Au(dppz)Cl;]Cl kompleksi sentezlenmistir.

Sodyum tetrakloroaurat dihidrat (NaAuCl,.2H,0), 1,10-fenanthrolin-5,6-dion ve
reaksiyonlarda kullanilan reajan ve ¢ziiciiler satin alarak temin edildi. Uriinlerin elde
edilmesi i¢in yiiriitilen kimyasal reaksiyonlarda izlenen yol reaksiyon semasinda

ayrintili olarak gosterilmektedir (Sekil 3.1.)

1.10-fenanthrolin-5.6-dion  1.2-fenilendiamin —

HafuCl 2H,0

[An(dpp=)Cl:]1C1

Sekil 3.1. [Au(dppz)CI,]Cl sentezi reaksiyon semasi
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Reaksiyonlar Ince Tabaka Kromotografi (ITK) ydntemi ile izlenmis, bilesiklerin
yapilari, elementel analiz, Infrared (IR) spektroskopisi, 'H Niikleer Manyetik
Rezonanas (*H NMR) spektroskopisi ve kiitle analizleri ile aydnlatildi. Elementel
analizler icin Perkin-Elmer elementel analiz cihazi kullanildi ve Infrared analizleri
Perkin-Elmer Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektrofotometre cihazinda 4000-200
cm* araliginda, KBr pellet ile gerceklestirildi. 'H-NMR spektrumlart ¢oziicli olarak
doteryumlu DMSO (DMSO-d6) kullanilarak, Bruker DX400 cihazinda alindi. Tiim
analizler AUBIBAM’da yapildi.

Dipirido[3,2-a:2°,3’-c]fenazin (dppz)

1,10-fenanthrolin-5,6-dion ve 1,2-fenilendiamin etanol igerisinde 2 saat 30-
40°C’de geri sogutucu altinda karistirildi. Coken {iriin etanol-su kullanilarak
kristallendirildi (214, 57). (CigH10N4 ;% C: 76.58; H: 3.57; N: 19.85). IR (KBr) Vmax
(cm™): 3148, 3110, 3075 (Ar C-H), 1645, 1630, 1450, 1391 (C=N, C=C). *H-NMR(300
MHz) (DMSO-dg) d(ppm) : 7.5-7.8 (6H, m), 8.3-8.8 (4H, m). MS(EI) (m/z): 282.3
(M").

Dipyrido[ 3, 2-a:2°, 3°- c]phenazine (dppz) Au(l11) kompleksi

[Au(dppz)CI2]Cl literatiir yontemi kullanilarak elde edildi (126). Ligand ve
NaAuCls.2H,0, etanol-su igeren karisiminda, 1 saat, 30°C’de karistirildi. Cokelek
stiziilerek alindi, birka¢ defa su ve dietileter ile yikanmis, siiziilmiis ve vakum altinda
desikatorde kurutuldu. Kuruyan iiriin aseton ve dietil eter kullanilarak kristallendirildi.
(C1gH10AUCI3N, ; % C: 36.92; H: 1.72; N: 9.57). IR (KBr) Vinax (cm™): 3175, 3110,
3081 (Ar C-H), 1650, 1624, 1450, 1382 (C=N, C=C), 327 (Au-Cl), 290 (Au-N). *H-
NMR(300 MHz) (DMSO-dg) 6 (ppm) : 7.7-7.9 (6H, m), 8.5-8.9 (4H, m). MS(EI) (m/z):
585.6 (M").
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Sonuc¢

Uriinlerin elemental analiz, 'H NMR (154) ve IR (130) analiz sonuglari
beklendigi sekilde elde edildi. Komplekslerin 'H NMR spektrumlarinda, polipiridil
yapidaki ligandin tasidig1 azot atomlarinin aktivasyonundan dolay1 koordinasyona bagl
coklu pikler literatiire uygun olarak tespit edildi. Infrared spektrumlarinda, N-H, C=N
ve C=C gerilim bandlar1 3175-3075 ve 1650-1396 cm™, M-Cl bandlar1 390-320 cm™’de

yine literatiir verileri ile uyumlu olarak goriildii.

b. Dipyrido[ 3, 2-a:2°, 3°- c]phenazine (dppz) Au(l1l) Kompleksinin Akut Toksisite

calismasi

Calismada her biri 2 aylik Spraque-Dawley tiirii 5 rat igeren 9 grup
olusturulmustur. Birinci gruba sadece 1 ml DMSO uygulandi. Diger gruplara ise
sirastyla 2mg/kg, 4 mg/kg, 8 mg/kg, 16 mg/kg, 32 mg/kg, 64 mg/kg, 128 mg/kg ve 256
mg/kg [Au(dppz)CI]Cl kompleksi 1 ml DMSO igerisinde c¢ozdiiriilerek verildi.
Hayvanlar tartildi ve dozlar agirliklarina gore verildi. Tiim uygulamalar i.p. olarak
yapildi. 72 saat sonra ¢aligma gruplarindaki 6lii hayvanlar sayildi. Probit analizi metodu
uygulanarak lethal doz (LD) diizeyleri (LDI1, LDI10, LD50, LD90, LD99)
hesaplanmistir. LD50 ¢alismasinin sonuglarina gore toksik degerlere ulagsmayacak
sekilde ayarlanmis doz olarak 2 mg/kg’lik dozun deney gruplarina uygulanmasina karar

verildi.

3.2.1.2. Deney Gruplar:

Calismamizda, 48 adet 2 aylik erkek Spraque-Dawley tiirii siganlar kullanildi.
Deney hayvanlarindan her grupta 8 tane olmak iizere 6 grup olusturuldu (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Deney gruplari ve deney gruplarinin 6zellikleri

Gruplar Gruplardaki sicanlarin ézellikleri

Grup | (8) Bu gruptaki siganlar 13 hafta boyunca standart sigan yemi ve igme suyu
ile beslendiler.

Grup 11 (8) Bu gruptaki sicanlara deneyin birinci giiniinde 0,1 ml DMSO 1i.p. olarak

uygulandi. iki hafta siiresince higbir uygulama yapilmadi. iki hafta sonra
tekrar haftada bir kez olmak iizere 0,1 ml DMSO 1i.p. olarak deney
bitimine kadar (11 hafta) uygulandi. Bu gruptaki hayvanlar deney
stiresince (13 hafta) standart sigan yemi ve igme suyu ile beslendiler.

Grup 111 (8) Deney baslangicindan iki hafta sonra baslayarak haftada bir kez olmak
iizere 2mg/kg [Au(dppz)CL;]JCl kompleksi 0,1 ml DMSO igerisinde
¢ozdiiriilerek i.p. olarak deney bitimine kadar (11 hafta) uygulandi. Bu
gruptaki hayvanlar deney siiresince (13 hafta) standart sigan yemi ve igme
suyu ile beslendiler.

Grup IV (8) Deneyin birinci giiniinde 175 mg/kg DEN 0,1 ml DMSO igerisinde
cozdiiriilerek  sicanlara i.p. olarak uygulandi. Dietilnitrozamin
uygulamasindan sonra 2 hafta siireyle higbir uygulama yapilmadi. ikinci
haftadan sonra FB, 500 ppm (62) olacak sekilde giinliikk olarak igme suyu
ile birlikte deney bitimine kadar (11 hafta) siganlara verildi.

Grup V (8) Deneyin birinci giiniinde 175 mg/kg DEN 0,1 ml DMSO igerisinde
cozdiiriilerek  siganlara i.p. olarak uygulandi. Dietilnitrozamin
uygulamasindan sonra 2 hafta siireyle higbir uygulama yapilmadi. ikinci
haftadan sonra FB, 500 ppm (62) olacak sekilde giinliik olarak igme suyu
ile birlikte deney bitimine kadar (11 hafta) sicanlara verildi. Fenobarbital
uygulamasi ile baglayarak haftada bir kez olmak {izere 2mg/kg
[Au(dppz)Cl,]Cl kompleksi 0,1 ml DMSO igerisinde ¢ozdiriilerek i.p.
olarak deney bitimine kadar si¢anlara uygulandi.

Grup VI (8) Deneyin birinci giiniinde 175 mg/kg DEN 0,1 ml DMSO igerisinde
¢ozdiriilerek  siganlara i.p. olarak uygulandi.  Dietilnitrozamin
uygulamasindan sonra 2 hafta siireyle hicbir uygulama yapilmadi. Ikinci
haftadan sonra FB, 500 ppm (62) olacak sekilde giinliik olarak igme suyu
ile birlikte deney bitimine kadar (11 hafta) siganlara verildi. Bu grupta
[Au(dppz)Cl,]Cl kompleksi uygulamasina deneyin yedinci haftasinda
haftada 1 kez 2mg/kg DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek i.p. olarak deney
bitimine kadar uygulandi.*

*Yapilan 6n ¢aligmada preneoplastik fokus olusumuna ve hiicresel inflamasyona 7. haftada rastlanilmasi
nedeni ile Grup VI’da [Au(dppz)Cl,]C1 kompleksi uygulamasina bu haftadan itibaren baslanildi.
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32.2. DENEY HAYVANLARINDAN CALISILACAK ORNEKLERIN
ALINMASI

Deney bitiminde hayvanlardan ketamine-ksilazine (3.4 mg/kg, 172.4 mg/kg)
(100) ile anestezi uygulandiktan sonra serum Ornekleri i¢in kardiyak yolla kanlar1 alind1
ve karacigerleri c¢ikartildi. Biyokimya tiiplerine alinan kan Ornekleri 20 dakika
bekletildikten sonra 3500 g’de 15 dakika santrifiij edildi ve tstte kalan serum Aspartat
aminotransferaz (AST), Alanin amino transferaz (ALT) ve Laktat dehidrogenaz (LDH)
Olctimii i¢in kullanildi. Sicanlardan alinan karaciger 6rnekleri soguk (4°C) %0,9’luk
sodyum kloriirle ii¢c kez yikama yapildiktan sonra pargalara ayrildi. Bir kismi p53,
kaspaz 3 ve DNA fragmantasyonu ol¢iimii i¢in derin dondurucuda -80°C’de saklanildu.
Diger bir kism1 da immunohistokimyasal inceleme (Bcl-2, Bax ve ubikuitin), TUNEL

ve 151k mikroskobide histopatolojik inceleme i¢in nétral formaline alindu.

3.2.3. SERUM AST, ALT VE LDH OLCUMU

AST, ALT ve LDH’nin Olgiimiinde Roche Modular otoanalizérle uyumlu
kantitatif test kitleri (Roche Diagnostics) kullanildi.

AST o6l¢iim prensibi:

AST tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan oksaloasetat, Malat
dehidrojenaz’in (MDH) katalizledigi reaksiyon ile malata doniisiirken NADH’da
oksitlenerek NAD" ye doniisiir.

AST

a-ketoglutarat + L-aspartat <> L-glutamat + oksaloasetat

MDH
oksaloasetat + NADH + H* <« L-malat + NAD"
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Oksaloasetatin olusum hizi ve dolayisiyla AST aktivitesindeki artisla direkt

orantili olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak 6lgtiliir.

ALT ol¢iim prensibi:

ALT tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan piruvat, LDH’mn

katalizledigi reaksiyon ile laktata doniisiirken NADH’da oksitlenerek NAD" ye déniisiir.

ALT

a-ketoglutarat + L-alanin < L-glutamat + piruvat

LDH
piruvat + NADH + H* «  L-laktat + NAD"

NADH’da meydana gelen azalma piruvat olusumu ile ve ALT aktivitesi ile

dogru orantilidir ve fotometrik olarak belirlenir.

LDH ol¢iim prensibi:

LDH, piruvatin laktata donilisiimiinii katalizler ve bu esnada NADH oksitlenir ve
NAD" olusur. NADH’deki azalma orami direkt olarak LDH aktivitesi ile orantilidir ve
fotometrik olarak belirlenir.

LDH
piruvat + NADH + H* «  L-laktat + NAD"

3.2.4. KARACIGER DOKUSUNDA KASPAZ 3 OLCUMU

Kaspaz 3 6lctimii i¢in USCN Elisa kiti (katolog numarasi: E90626Ra) kullanildu.
Olgiimler Victor X3 multiplate okuyucu ile yapildi.
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Ol¢iim Prensibi

Olgiim Kkantitatif sandvi¢ enzim immiin assay teknigine dayanmaktadir. Kit
icerisinde kaspaz 3 spesifik monoklonal antikorlar ile kapli mikrotiter plate
bulunmaktadir. Standart ve 6rnekler kaspaz 3 i¢in spesifik biotinle konjuge poliklonal
antikorlar ile kapli mikrotiter plate eklenir. Sonra, avidin ile konjuge Horseradish
Peroksidaz platedeki her bir kuyucuga eklenir ve inkiibe edilir. Her bir kuyucuga tetra
metil benzidin (TMB) substrat soliisyonu eklenir. Yalnizca kaspaz 3 i¢eren kuyucuklar
biotinle konjuge antikor ve enzim konjuge Avidin ile renk olusturur. Enzim substrat
reaksiyonu stop soliisyonunun eklenmesi ile sona erer ve spektrofotometrik olarak 450
nm dalga boyunda renk degisimi Slgiiliir. Sonuglar 4 parametre standart egrisine gore
otomatik olarak hesaplandi ve yas doku agirligina oranlanarak ng/g yas doku olarak
ifade edildi.

Karaciger Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Kaspaz 3 6l¢limii i¢in karaciger dokular esit agirlikta pargalara boliindii ve
fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS) homojenizator ile homojenize edildi. Homojenatlar

5000xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

1. Kit icerisindeki reaktifler hazirlandi.

2.Tim ornekler ve kit icerisindeki reaktifler kullanim 6ncesi oda 1sisina getirildi.

Ol¢iim Yontemi

1. Standart, blank ve 6rnekler i¢in kuyucuklar belirlendi. 100 pl standart, blank
ve Ornekler belirlenen kuyucuklara pipetlendi. Plate koruyucu strip ile
kaplandi ve 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

2. Yikama yapilmadan kuyucuktaki sivilar uzaklagtirildi.
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3. 100 pl Reaktif A caligma sollisyonu her bir kuyucuga eklendi. Plate
koruyucu strip ile kaplandi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

4. Platedeki soliisyonlar aspire edildi. Her bir kuyucuga 350 pl yikama
soliisyonu eklenildi ve 1-2 dakika beklenildikten sonra biitiin kuyucuklardaki
sollisyonlar uzaklastirildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Plate kurutma kagidi
iizerinde ters ¢evirilerek kurutuldu.

5. 100 pl Reaktif B g¢alisma soliisyonu her bir kuyucuga eklendi ve plate
koruyucu strip ile kaplanarak 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

6. Tekrar aspirasyon islemi yapildi ve 4. basamaktaki islemler 5 kez
tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonu eklendi. Plate, koruyucu strip
ile kapland1 ve 15 dakika 1siktan korunarak inkiibasyona birakildi.

8. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi sonra mikroplate okuyucuda 450
nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Sonucun Hesaplanmasi

Mikroplate okuyucuya bagli bilgisayar yazilimi ile 4 parametre standart egrisine
gore otomatik olarak hesapland: (Grafik 3.1). Hesaplama sonucu ng/g yas doku agirligi
olarak bulunan sonuglar, yas doku agirligina oranlanarak ng/g yas doku olarak ifade
edildi.
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Absorbance @ 450 (1.0s)

ng/ml

Grafik 3.1. Kaspaz 3 standart grafigi (Grafik VICTOR ™ X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate okuyucuda,
WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir)

3.2.5. KARACIGER DOKUSUNDA p53 OLCUMU

p53 Olctimii icin ROCHE p53 pan Elisa kiti (katolog numarasi: 11828789001)
kullanildi.

Olciim prensibi

Olgiim kantitatif sandvi¢ enzim immiin assay tekniine dayanmaktadir.
Streptavidin kapli mikrotiter platette, biotinle isaretli antikorlar bagli olarak
bulunmaktadir. Tek inkiibasyon basamagi sirasinda p53 igeren ornekler, bagl antikorlar
ve peroksidaz etiketli antikorlar ile stabil bir immiin-kompleks olusturmak {izere
reaksiyona girer. Yikama basamagin takiben kompleksteki peroksidaz, substrati olan
TMB ile reaksiyona girer. Enzim substrat reaksiyonu stop soliisyonunun eklenmesi ile
sona erer ve spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda renk degisimi ol¢iiliir.
Fotometrik olarak belirlenen renk p53’lin konsantrasyonu ile orantilidir. Sonuglar 4
parametre standart egrisine gore otomatik olarak hesaplandi ve yas doku agirligma

oranlanarak, pg/g yas doku olarak ifade edildi.
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Karaciger Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Sicanlardan alinan karaciger dokusunda p53 o6l¢iimii i¢in dokular esit agirlikta
parcalara ayrildi ve RIPA buffer ile homojenizatérde homojenize edildi. Hazirlanan

homojenizatlar 10000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

1.Siipernatant 1:5 oraninda 6rnek diliienti ile diliie edildi.
2 .Kit igerisindeki reaktifler hazirlandi.

3.Tim ornekler ve kit i¢erisindeki reaktifler kullanim 6ncesi oda 1s1sina getirildi.

Olciim Yontemi

1. Acilan mikroplatte 6nceden numaralandirilmis olan kuyucuklara 100 pl standart
ve ornekler pipetlendi.

2. Her bir kuyucuga 100 ul anti-human p53 pan peroksidaz (POD) eklendi.

3. Mikrotiter plate, koruyucu striple kapland1 ve 2 saat boyunca 15-25 °C’de
shaker’da inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda otomatik plate yikayicida bir kuyucuga bir seferinde 300 ul
pipetlenecek sekilde yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Plate ters cevirilerek
kurutma kagidi ile kurutuldu.

5. Her bir kuyucuga 200 pl TMB substrat soliisyonu eklendi. Mikrotiter plate
koruyucu striple kaplandi ve oda sicakliginda shaker’da 10-20 dakika inkiibe
edildi.

6. Her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

7. Stop soliisyonu eklendikten 5 dakika sonra mikroplate okuyucuda 450 nm dalga

boyunda absorbanslar okundu.
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Sonucun Hesaplanmasi

Mikroplate okuyucuya bagh bilgisayar yazilimi ile 4 parametre standart egrisine

gore otomatik olarak hesaplandi (Grafik 3.2). Hesaplama sonucu pg/ml olarak bulunan

sonuglar, yas doku agirligina oranlanarak pg/g yas doku olarak ifade edildi.

Absorbance @ 450 (1 .0s)

100 200 300 400 500 600 700 500
pa/ml

Grafik 3.2. p53 standart grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate okuyucuda,

WorkOut 2.5, DAZAQ LTD, programinda ¢izilmistir).

3.2.6. KARACIGER DOKUSUNDA DNA FRAGMANTASYONU OLCUMU

DNA fragmantasyonu Olc¢limiinde spektrofotometrik bir 6l¢iim metodu olan

difenilamin reaksiyonu kullanilmistir (29).

Olciim prensibi

Bu 0Olgiim temel olarak DNA’nin hidrolizi esasmna dayanir. Ag¢iga ¢ikan 2-

deoksiriboz’lar dehidrasyonla aldehite doniisiir ve ortama eklenen difenilamin ile mavi

renkli bilesikler olusur (29). DNA konsantrasyonu arttik¢a mavi renk koyulagir.
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Karaciger Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1. Dokular -80 °C derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri 0,3 gram tartildi.

2. Uzerlerine 2,7 ml lizis buffer (SmM tris-HCI, 20 mM EDTA, %0,5 Triton X-
100, pH 8) eklenerek homojenize edildi.

3. Homojenat +4 °C’de, 26000 x g’de 25 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant fragmante DNA iceren kisimdi, dikkatlice alindi ve bagka bir
tiipe aktarildi.

5. Pellet ise intact (saglam) DNA iceren kisimdi.

6. Siipernatantin ve pelletin DNA igerikleri difenilamin reksiyonu kullanilarak

olgtildii.

Cozeltiler

1. 0,5 N Perklorik asit: 43 ml % 70’lik perklorik asit alind1 ve distile su ile son
hacim 1000 ml’ye tamamland.

2. Soliisyon A: 1,5 gram difenilamin, 100 ml saf glasiyel asetik asitte ¢oziildii.
Uzerine 1,5 ml %98’lik siilfiirik asit eklendi. Bu soliisyon karanlikta saklanir.

3. Soliisyon B: 50 ml deiyonize su 1 ml asetaldehit karistirilarak hazirlandi. Bu

sollisyon taze kullanilir.

Spektrofotometrik ol¢iim

1. Siipernatantlarin DNA igeriginin 6l¢iimii

e Numaralandirilan 6rnek tiiplerine 1914 pl siipernatant alindi, iizerlerine 86 pl
konsantre perklorik asit eklendi.

e Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanild.

e Kor ve ornek tiipleri 90 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Stipernatanttan 0,75 ml alindi, 0,75 ml soliisyon A ve 3,75 pl soliisyon B
eklendi.
Oda 1sisinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda &rneklerin

absorbanslar1 600 nm’de kore karsi okundu (6,18,65,144).

2. Pelletlerin DNA igeriginin 6l¢timii

Numaralandirilan pelletlerin iizerine 6 ml 0,5 N perklorik asit eklendi.

Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi.

Kor ve pellet tiipleri 90 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatanttan 0,75 ml alindi (1/8 diliisyon), 0,75 ml soliisyon A ve 3,75 ul
soliisyon B eklendi.

Oda 1s1sinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda orneklerin

absorbanslar1 600 nm’de kore karsi okundu (6,18,65, 144).

Sonucun Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin DNA standardi (calf thymus) 50,
100, 200, 400, 800 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda hazirlandi. Standartlarin 600

nm’de spektrofotometrik Ol¢limii sonucu elde edilen absorbanslarla konsantrasyon

degerleri Microsoft Office Excel 2007 programinda grafige gecirildi (Grafik 3.3).

Orneklerin konsantrasyonlar1 grafikten elde edilen dogrunun denklemi kullanilarak

hesaplandi. DNA fragmantasyon sonuglar1 % olarak, asagida verilen formiile gore

hesaplandi (182, 189).

Stpernatant
DNA Fragmantasyomu (%)= X 100
Stipernatant + Pellet
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Absorbans (600 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (calf thymus pg/mL)

Grafik 3.3. DNA standart grafigi

3.2.7. KARACIGER DOKUSUNDA iMMUNHISTOKIMYASAL OLCUMLER

Bcl-2, Bax ve ubikuitin’in immiinhistokimyasal incelenmesi i¢in sirasiyla Ub
antikor (10C2-2):sc-58448 (Santha cruz biotechnology), Anti-Bcl-2 antikor
(ab7973)(Abcam) ve Anti-Bax antikor (ab7977) (Abcam) antikorlart kullanildi.

Ol¢iim Prensibi

Isaretlenmis antikor yontemi ile antijeni tamima ve gosterme temel ilkesine
dayanmaktadir. Streptavidin-Biyotin kompleksi teknolojisi kullanilir. Streptavidinin
biyotine afinitesi ¢ok fazladir. Streptavidin peroksidaz etkili olarak nétral, hafif alkali
pH’da yalnizca biyotinlenmis sekonder antikora baglanir. Olusan kompleks kromojenik
substrat eklenerek goriiniir hale getirilir. Antijenin bulundugu bélgede renkli bir ¢okelti

olusur.
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Olciim Yéntemi

Immiinhistokimyasal inceleme igin alnan karaciger doku ornekleri %10’luk
formaldehit fiksasyonu sonrasi 3 saat akan suda yikandi. Alkol serilerinden gecirilen
dokular parafin ile bloklandi. Immiinhistokimyasal inceleme igin uygun olan bloklara

asagida belirtilen islemler sira ile uygulandi.

- Poly-I-lysine ile kaplanmis lam uzerinde 4 mikron kalinliginda kesitler alindu.

- Fiziksel deparafinizasyon icin kesitler 60°C’de etiivde 60 dakika parafinin
erimesi i¢in bekletildi.

- Kimyasal deparafinizasyon i¢in lamlar ksilol serilerinden geg¢irildi (3x5 dakika).

- Etil alkol serilerinden gegirildi ve boyama igin hazir hale getirildi (3x1dakika
%96’ 11k alkol).

- Dokular yiiksek basing ve nemli ortamda 1/10’luk sitrat tamponu iginde 10
dakika tutuldu.

- Boyama kapali kutu i¢inde nemli ortamda yapildi. Soliisyonlar lam yiizeyindeki
doku tizerini ortecek sekilde damlatildi.

- Doku siirlama kalemi ile dokularin etrafi ¢izildi.

- % 3’liik hidrojen peroksidazda 10 dakika bekletildi. Once distile su ile 1 dakika
sonra fosfat tamponu ile 2 defa yikandu.

- Ultra V blokta 5 dakika bekletildi.

- Primer antikor (Bcl-2 (Anti-Bcl-2 antikor (ab7973)(Abcam)), Bax (Anti-Bax
antikor (ab7977) (Abcam)), ubikutin (Ubikuitin antikor (10C2-2):sc-58448
(Santha cruz biotechnology)) ile 60 dakika inkiibasyona birakildi.

- Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi.

-  ENHANCER (sinyal arttirici): 20 dakika

- Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi.

- HRP, POLYMER (biotinylated goat anti-polyvalent + streptavidin): 30 dakika

- Fosfat tamponu ile 3 kez yikandi.

- AEC Kromojen uygulandi ve 5 dakika inkiibasyona birakildi.

- Cesme suyunda 30 saniye yikand1 ve Hemotoksilen ile zemin boyanmasi yapildi.

- Cesme suyu ile 1 dakika yikama yapild.
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- Distile su ile 30 saniye yikama yapildu.
- Lamlar havada kurutuldu.

- Aques Mounting Medium damlatilip lamel ile kapatildi.

Immiinhistokimyasal boyama degerlendirilmesi ESOGU Histoloji Anabilim
Dalinda tek bir aragtirmaci tarafindan, 40X biiyiitmede 3 ayr1 alan taranarak semi-
kantitatif yontemle boyanan hiicrelerin sayisina gore 0 (yok), + (hafif), ++ (orta), +++
(siddetli) olarak yapildi.

3.2.8. TUNEL BOYAMASI

Olciim Prensibi

Apoptoz rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. Ancak apoptozu tespit etmek
icin daha hassas yontemler bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerin en erken evrelerde
goriilebilmesi i¢cin bu yontemlerin basinda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick and labeling) yontemi gelmektedir. Apoptotik sinyaller
DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Aciga ¢ikan DNA parcalarinin serbest 3'-OH
uclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz araciligiyla digoxigenin isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin isaretlenmis yeni
niikleotidler anti-digoxigenin konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine isaretlenmis
ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢ézlinemeyen bir substrat olusturur.
Metil yesili ile zit boyama yapilarak islem sonlandirilir. Aragtirmamizda TUNEL
aktivitesi Chemichon marka ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
kullanilarak deney ve kontrol gruplarmma ait 4pm kalinhigindaki parafin kesitlerde

caligildi.
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3.29. KARACIGER DOKUSU HIiSTOLOJIK PREPARATLARININ
HAZIRLANMASI

Deney gruplarimi olusturan tiim sicanlardan, karaciger oOrnekleri alindi.
Sicanlarin karaciger ornekleri, 151tk mikroskobik diizeyde histolojik incelemelerinin
yapilabilmesi i¢in %10’luk formalin fiksatifi icine alinarak 48 saat siire ile fiksasyonlari
saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini engellemek amaciyla 3-4
saat gesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku parcgalar1 daha sonra sirasiyla
kademeli olarak %70’lik, %80°lik, %90°lik ve %96°lik alkol serilerinde 45°er dakika
bekletilerek dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan  Grnekler
seffaflandirilmak {izere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ornekleri
seffaflanmalarinim ardindan etiiv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere aliarak 60 dakika
siireyle li¢c ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayri1 parafin iceren
kasetlere gomiilerek blokland1 ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin
bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bi¢agt buzdolabinda
sogutularak, mikrotom aracilig1 ile her bir 6rnekten 5’er mikrometre kalinliginda doku
kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalari saglanarak temiz lamlar
tizerine alinmasindan sonra etiiv iginde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi.
Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan
sonra boyama asamasina gecildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili
boyas1 kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle
%96, %90, %80, %70’1lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile
2 dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler
hizla alkol serilerinden gecirilip dehidratasyonlar1 saglandi ve dokular iki ayr1 ksilolde
30’ar dakika tutularak seffaflagtirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile
kapatilarak 151k mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri
yapild1 ve karaciger 6rneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera

ile fotograflar ¢ekildi.

Bulgularin degerlendirilmesinde nekroz, hiicresel dejenerasyon, nodiiler yap1 ve
hiicresel inflamasyona gore skorlama yapilmistir. Histolojik boyama degerlendirilmesi

ESOGU Histoloji Anabilim Dalinda tek bir arastirmaci tarafindan, 40X biiyiitmede 3
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ayr1 alan taranarak semi-kantitatif yontemle boyanan hiicrelerin sayisina gore 0 (yok), +

(hafif), ++ (orta), +++ (siddetli) olarak yapildi.

3.2.10. ISTATISTIiKSEL ANALIiZ

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi ESOGU Biyoistatistik Anabilim Dalinda
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 20.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda klinik ve metabolik degisken dl¢timleri agisindan
fark olup olmadigimi analiz etmek i¢in Oncelikle dagilimlarin normal dagilima
uygunluklar1 analiz edildi. Verilerin normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov
ve Shapiro-Wilk testleri kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gosteren verilerin
karsilagtirilmalart Tek Yonlii Varyans Analiz (Oneway ANOVA) ile yapildi. Parametrik
veriler, ortalama+standart sapma (SD, standard deviation) olarak verildi. Nonparametrik
veriler Kruskal Wallis ile test edildi ve sonuglar median ile %25-%75 persentil olarak
verildi. = Normal  dagilim  gostermeyen  histolojik  degerlendirmeler  ve
immiinhistokimyasal boyama sonucu elde edilen veriler Dunn’s testi ile degerlendirildi.

p<0,05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgularin istatistiki anlamliliklar1 belirtilmis ve

gruplara ait veriler hem tablo hem de grafik olarak verilmistir.

4.1. Dipyrido[ 3, 2-a:2°, 3’- c]phenazine (dppz) Au(lll) Kompleksi Lethal

Doz Bulgusu

Dipyrido[ 3, 2-a:2’, 3’°- c]phenazine (dppz) Au(lll) kompleksine ait probit analiz
metodu ile belirlenen letal doz bulgular1 tablo 1’de verilmistir. Buna gore LD; dozu
46.0935 mg, LDjo dozu 111.259 mg, LDsy dozu 225.502 mg, LDgy dozu 353.734 ve
LDgy dozu ise 458.740 mg olarak belirlenmistir. Olim araligr % olarak LD;’de %],
LDjo’da %10, LDsg’de %50, LD gp’da %90 ve LDgg’da ise %99’dur. % olarak yasama
olasiliglt 1 mg doz uygulamasi ve 2 mg doz uygulamasi i¢in %100 olarak bulunmustur

(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Probit analiz metodu ile belirlenen letal dozlara gore, 6lim (%), doz (mg) ve doz
(mg), yasama olasilig1 (%)

46.0935 1.0000 (%100)

69.8588 0.99999

84.9380 0.99997

96.7423 0.99993

106.731 0.99987

147.420 0.998916

201.114 0.993138

250.383 0.979903

309.277 0.957220

359.720 0.923789

373.364

390.424

414.170

LD99 458.740

63



4.2. Serum ALT Bulgusu

Serum ALT degerleri bakimindan grup I’e gore grup IV’te ileri derecede dnemli
artis (p<0,001) belirlenirken, grup I ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (p>0,05). Grup II ve grup III’e gore grup IV’te ileri derecede Onemli artig
(p<0,001) belirlenirken grup II ve grup III’e gore grup V ve grup VI’da istatistiksel
olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup IV’e gore grup V ve grup VI'da ileri derecede
onemli azalma belirlendi (p<0,001). Grup V’e gore grup VI'da istatistiksel olarak fark

yoktu (p>0,05) (Tablo 4.2. ve Grafik 4.1).

Grup |

Grup 1l
Grup Il
Grup IV
Grup V

Grup VI

Tablo 4.2. ALT degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

8 65,13+6,40
8 64,88+7,26
8 65,00+9,67
8 128,50+11,17*
8 66,25+5,80 *
8 71,00+4,54 *

Her bir grubun degeri ortalama+standart sapma (SD) olarak verildi.
Grup I, grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001

Grup IV’e gore fark: *; p<0,001
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ALT (U/L)

160
140
120
100

80

*
# #
60
40
20
0

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup VI

Grafik 4.1. ALT degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi
Grup 1, grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001

Grup IV’e gore fark: *; p<0,001

4.3. Serum AST Bulgusu

Serum AST degerleri bakimindan grup I’e gore grup IV’te ileri derecede 6nemli
artis (p<0,001), grup V’te 6nemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup VI’da ileri derecede
onemli artis (p<0,001) belirlendi. Grup I’e gore grup II ve grup III’te istatistiksel olarak
fark yoktu (p>0,05). Grup II'ye gore grup IV’te ileri derecede dnemli artig (p<<0,001),
grup V’te onemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup VI’da ileri derecede onemli artig
(p<0,001) belirlendi. Grup III’e gore grup IV’te ileri derecede dnemli artig (p<0,001),
grup V’te onemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup VI’da ileri derecede Onemli artig
(p<0,001) belirlendi. Grup II ve grup IIl arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0,05). Grup IV’e gore grup V ve grup VI’da istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
Grup V’e gore grup VI'da istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.3. ve Grafik
4.2).
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Tablo 4.3. AST degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

Grup | 8 125,25+14,50
Grup 11 8 127,63£10,25
Grup 111 8 126,75+12,76
Grup IV 8 168,13+8,01"
Grup V 8 151,38+22,13 *
Grup VI 8 160,25+21,57 "

Her bir grubun degeri ortalamaztstandart sapma (SD) olarak verildi.
Grup 1, grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001

Grup I, grup II ve grup III’e gére fark: *; p<0,05

AST (U/L)
200 . " *
150
100
50
0
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup VI

Grafik 4.2. AST degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi
Grup I, grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001

Grup I, grup II ve grup III’e gére fark: *; p<0,05
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4.4, Serum LDH Bulgusu

Serum LDH degerleri bakimindan grup I’e gore grup IV ve grup V’te dnemli
diizeyde artis (p<0,05) belirlendi. Grup I’e gore grup II, grup III ve grup VI arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup II’ye gore grup Il ve grup VI arasinda
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunamazken grup IV ve grup V’te 6nemli diizeyde
artis belirlendi (p<0,05). Grup IIl’e gore grup VI’da istatistiksel olarak fark
bulunamazken (p>0,05) grup IV ve grup V’te 6nemli diizeyde artis belirlendi (p<0,05).
Grup IV’e gore grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi
(p>0,05). Grup VI ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05)
(Tablo 4.4. ve Grafik 4.3).

Tablo 4.4. LDH degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

Grup | 8 1890,38+138,35
Grup 11 8 1874,13+226,21
Grup 111 8 1928,00+265,70
Grup IV 8 2326,38+206,61*
Grup VvV 8 2291,63+409,31*
Grup VI 8 2107,88+125,92

Her bir grubun degeri ortalama+standart sapma (SD) olarak verildi.

Grupl, grup 1l ve grup I11I’e gore fark: *; p<0,05
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LDH (U/L)
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Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup VI

Grafik 4.3. LDH degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

Grupl, grup 11 ve grup Il1I’e gore fark: *; p<0,05

4.5. Karaciger Dokusu Kaspaz 3 Bulgusu

Karaciger dokusu kaspaz 3 degerleri bakimindan grup I’e gore grup Il ve grup
I arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup I’e gére grup IV’te ileri
derecede onemli azalma (p<0,001) belirlenirken, grup V ve grup VI’da ileri derecede
onemli artig (p<0,001) belirlendi. Grup II’e gore Grup IV’te ileri derecede Onemli
azalma (p<0,001) belirlenirken grup V ve grup VI’da ileri derecede Onemli artis
(p<0,001) belirlendi. Grup Il ve grup Ill arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0,05). Grup III’e gore Grup IV’te ileri derecede onemli azalma (p<0,001)
belirlenirken grup V’te ileri derecede 6nemli artis (p<0,001) belirlendi. Grup IV’e gore
grup V ve grup VI'da ileri derecede dnemli artis belirlendi (p<0,001). Grup VI'ya gore
grup V’te ileri derecede 6nemli artig belirlendi (p<0,001) (Tablo 4.5. ve Grafik 4.4).
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Tablo 4.5: Kaspaz 3 degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

Grup | 8 70,5822+7,88
Grup Il 8 74,2980+7,10
Grup I 8 71,8324+6,38
Grup IV 8 50,32114533 "2 #
GrupV 8 169,1589+11,98 ™*
Grup VI 8 98,4880+7,86 "

Her bir grubun degeri ortalamaztstandart sapma (SD) olarak verildi.
Grup | ve grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001
Grup Ve gore fark: %; p<0,001

Grup VI'ya gore fark: *; p<0,001

Kaspaz 3 (ng/g yas doku)
200 * #
150
100 *a.# *
a i
0 .
Grup | Grup Il Grup 11 Grup IV Grup V Grup VI

Grafik 4.4. Kaspaz 3 degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi
Grup | ve grup II ve grup III’e gore fark: *; p<0,001
Grup Ve gore fark: %; p<0,001

Grup VI'ya gore fark: *; p<0,001
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4.6. Karaciger Dokusu p53 Bulgusu

Karaciger dokusu p53 degerleri bakimindan grup I ve grup II arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup I’e gore grup IV’te ileri derecede
onemli azalma (p<0,001) belirlendi. Grup I’e gore grup III, grup V ve grup VI’da ileri
derecede onemli artis (p<0,001) belirlendi. Grup II’ye gore grup III, grup V ve grup
VI'da ileri derecede Onemli artis (p<<0,001) belirlenirken grup IV’te ileri derecede
o6nemli azalma (p<0,001) bulundu. Grup IV’e gore grup III, grup V ve grup VI'da ileri
derecede 6nemli artis (p<<0,001) belirlendi. Grup III’e gore grup V ve grup VI’da ileri
derecede 6nemli artis (p<0,001) belirlendi. Grup V’e gore grup VI’da istatistiksel olarak

fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.6. ve Grafik 4.5).

Grup |

Grup Il
Grup 111
Grup IV
Grup V

Grup VI

Tablo 4.6. p53 degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

8 353,5627+16,32

8 345,1433+8,76

e 624,1358+21,17 *
e 290,0066+16,95 **
E 776,8802+16,01 ***
8

770,5776+11,98 ***

Her bir grubun degeri ortalamaztstandart sapma (SD) olarak verildi.
Grup | ve grup II’e gore fark: *; p<0,001
Grup lI’e gore fark: % p<0,001

Grup 1V’e gore fark: # p<0,001
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Grafik 4.5. p53 degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi
Grup | ve grup II’e gore fark: *; p<0,001
Grup II’e gore fark: % p<0,001

Grup IV’e gore fark: *; p<0,001

4.7. Karaciger dokusu DNA Fragmantasyonu Bulgusu

Karaciger dokusu DNA fragmantasyonu degerleri bakimindan grup I’e gore
grup 11, grup I, grup IV ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
Grup V’te ise grup I, grup II, grup III ve grup IV’e gore dnemli diizeyde artis belirlendi
(p<0,001). Grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05) (Tablo
4.7).
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Tablo 4.7. % DNA fragmantasyonu degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi. Istatistiksel sonuclar
medyan (%25-%75) olarak verildi

Grup | 8 0,140 (0,130-0,149)
Grup Il 8 0,135 (0,114-0,150)
Grup 11 8 0,145 (0,136-0,184)
Grup IV 8 0,161 (0,143-0,177)
Grup V 8 0,365 (0,313-0,373)*
Grup VI 8 0,231 (0,174-00,302)

Grup I, grup 11, grup I11 ve grup IV’e gore fark: *; p<0,001

4.8. Karaciger Dokusu Immiinhistokimya Bulgular1 (Bcl-2, Bax, ubikuitin)

Caligmamizdaki karaciger doku Ornekleri immiinhistokimyasal boyama
yontemiyle incelendi. Degisiklikler, 0/1/2/3/4 pozitif [0(yok),+ (hafif),++ (orta),+++
(belirgin) olarak degerlendirildi. Tiim gruplar Bax, Bcl-2 ve ubikuitin bakimindan

degerlendirilmis olup sonuglar tablo halinde verilmistir.

4.8.1. Bax bulgular:

Bax immiinhistokimyasal boyamasinda grup V’te grup I, grup II, grup Il ve
grup IV’e gore ¢ok onemli diizeyde artis belirlendi (p<0,01). Grup I ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Benzer sekilde diger gruplar birbiri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Bax immiinohistokimyasal boyanmasi sonucu elde edilen skorlama sonuglarinin istatistiksel

analizi
|
Grup | 8 0 (0-0)
Grup Il 8 0 (0-0)
Grup I 8 0 (0-0)
Grup IV 8 0 (0-0)
Grup V 8 1(0,25-1) *
Grup VI 8 1(0-1)

Grup I, grup I, grup Il ve grup IV’e gore fark: *; p<0,01
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Sekil 4.1. Grup | (a), grup Il (b), grup Il (c) ve Grup IV (d) karaciger dokusunda Bax

immmiinhistokimyasal boyanmalar1 (bar: 200 um). Grup I, grup II, grup III ve grup IV’te Bax agisindan

boyanma gozlenmemektedir.
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Sekil 4.2. Grup V (a) ve grup VI (b) karaciger dokusunda Bax immiinhistokimyasal boyamalar1 (bar: 50.0

um). Grup V ve grup VI’da Bax degerlendirmelerinde boyanma izlenmektedir (—).

4.8.2. Bcl-2 Bulgular

Bcl-2 immiinhistokimyasal boyamasinda grup I’e gore grup IV’te ileri derecede
onemli artis (p<0,001) belirlenirken grup I ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark bulunamadi (p>0,05). Grup II’e goére grup IV’te 6nemli diizeyde artis (p<0,05)
belirlenirken grup II ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
Grup [II’e gore grup IV’te ¢ok onemli diizeyde artig (p<0,01) belirlenirken grup 11 ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup IV’e gore
grup V’te ve grup VI’da istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup V ve grup
VI arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Bcl-2 nin immiinohistokimyasal boyanmasi sonucu elde edilen skorlama sonuglarimin

istatistiksel analizi

Grup | 8 0 (0-0)
Grup 11 8 0 (0-0,75)
Grup I 8 0 (0-0)
Grup IV 8 1(1-1) **P
Grup V 8 0,50 (0-1)
Grup VI 8 0,50 (0-1)

Grup I’e gore fark: *; p<0,001
Grup II’ye gore fark: ® p<0,05

Grup III’ye gore fark: b. p<0,01
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Sekil 4.3. Grup | (a), grup Il (b), grup Il (c) Bcl-2 immiimhistokimyasal boyamalari (bar: 200

pm). Grup I, grup II ve grup III *te Bcl-2 agisindan boyanma gozlenmemektedir.
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Sekil 4.4. Grup IV (d,e) , Grup V (f) ve grup VI (g) Bcl-2 boyamalar (bar: 50 um, 100 pm, bar:
200 pm, bar: 50.0 um). Grup IV ve grup VI’da Bcl-2 degerlendirmelerinde boyanma izlenmektedir
(=)

4.8.3. Ubikuitin Bulgular:

Ubikuitin’in immiinhistokimyasal boyamasinda grup I’e gore grup IV’te ileri
derecede onemli artig belirlendi (p<0,05). Grup I ve diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup III’e gore grup IV’ te ileri derecede 6nemli artis
(p<0,001), grup VI’da onemli diizeyde artis belirlendi (p<0,05). Grup III ve diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05). Grup II ve Grup V diger
gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo
4.10).
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Tablo 4.10. Ubikuitin immiinohistokimyasal boyamasi sonucu elde edilen skorlama sonuglarimin

istatistiksel analizi

Grup | 8 0(0-0,75)
Grup Il 8 0(0-1)
Grup 111 8 0(0-0)
Grup IV 8 1(1-1,75) * ™
Grup V 8 1(0,25-1)
Grup VI 8 1(1-1)°

Grup I’e gore fark: *; p<0,05

Grup IIl’ye gore fark: *; p<0,05, *°; p<0,001
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Sekil 4.5. Grup I (a,b), grup II (c), grup III (d), grup V (e), grup VI (f) ubikuitin boyamalar1 (bar: 50.0

pm, 50.0 um, bar: 50.0 um, bar: 200 um, bar: 200 pum, bar: 50.0 um). Ubikuitin degerlendirmelerinde

boyanma izlenen hiicreler (—).
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Sekil 4.6. Grup IV (a,b) ubikuitin boyamalar1 (bar: 100 pm). Grup IV’te ubikuitin degerlendirmelerinde

boyanma izlenmektedir (—).
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4.9. Karaciger Dokusu TUNEL Bulgularn

Sekil 4.7. Grup 1 (a), grup II (b) ve grup III’e (c) ait TUNEL yontemi uygulanmis karaciger drnekleri.
Grup I (a), grup II (b) karacigerlerinde TUNEL negatif hiicreler goriilmekte. Grup III (c) karaciger
orneklerinde az da olsa TUNEL pozitif boyanmis hiicreler izlenmekte (TUNEL),(bar:200pum,
bar:100pm).
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Sekil 4.8. Grup IV’te TUNEL yontemi uygulanmuis karaciger 6rnekleri. Bu drneklerde az da olsa TUNEL
pozitif boyanmis apoptotik hiicreler goriilmekte. (TUNEL),(bar:100um).

Sekil 4.9. Grup VI’te TUNEL yontemi uygulanmis karaciger 6rnekleri. Bu 6rneklerde TUNEL pozitif
kahverengi boyanmig apoptotik hiicreler goriilmekte (TUNEL),(bar:50.0pum)
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Sekil 4.10. Grup V’te karaciger 6rneklerinde TUNEL pozitif kahverengi boyanmis ¢ok sayida apoptotik
hiicre izlenmekte (a-d) (TUNEL) (bar:200um, bar:50.0pm, bar:100pum).

4.10. Karaciger Dokusunda Histolojik Bulgular

Calismamizdaki karaciger doku o6rnekleri Hematoksilen-Eozin boyama
yontemiyle incelendi. Isik mikroskobu incelemesinde tiim gruplar, hiicresel
dejenerasyon, iltihabi hiicre infiltrasyonu, nekroz ve preneoplastik fokus bakimindan

degerlendirilmis olup sonuglar tablo halinde verilmistir (Tablo 4.11).

Nekrotik bulgu grup I grup II ve grup III’te gézlenmedi. Grup I’e gore, grup
IV’te ileri derecede oOnemli artis (p<0,001) belirlenirken, diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup II’ye gore grup IV’te ileri derecede dnemli
artis (p<0,001) belirlenirken, grup II ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (p>0,05). Grup III’e goére grup IV’te ileri derecede onemli artis (p<0,001)
belirlenirken, grup III ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
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Grup IV’e gore grup V’te cok dnemli diizeyde azalma belirlendi (p<0,01). Grup V ve
grup VI arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).

Hiicresel dejenerasyon bakimindan grup I, grup II ve grup III’te herhangi bir
dejeneratif bulguya rastlanmadi. Grup I’e gore grup IV’te ileri derecede 6nemli artis
(p<0,001) ve grup VI’da onemli diizeyde artis (p<0,05) belirlendi. Grup I ile grup II,
grup Il ve grup V arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup II’ ye gore
grup IV’te ileri derecede 6nemli artis (p<0,001) ve grup VI’da 6nemli diizeyde artis
(p<0,05) belirlendi. Grup III’e gore IV’te ileri derecede 6nemli artis (p<0,001) ve grup
VI'da onemli diizeyde artis (p<0,05) belirlendi. Grup IV’ e gore grup V’te onemli
diizeyde azalma belirlenirken (p<0,05) grup IV ve grup VI arasinda istatistiksel olarak
fark yoktu (p>0,05). Grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05)
(Tablo 4.11).

Nodiiler yap1 bakimimdan grup I, grup II ve grup III’te herhangi bir bulguya
ratstlanmadi. Grup D’e gore grup IV’te ileri derecede Onemli artis (p<0,001)
belirlenirken, grup I ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).
Grup II’ye gore grup IV’te ileri derecede 6nemli artig vardi (p<0,001). Grup 11 ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup lII’e gore grup IV’te ileri
derecede Onemli artis (p<0,001) belirlenirken grup III ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup IV’ e gore grup V ve grup VI arasinda
istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak
fark yoktu (p>0,05) (Tablo 4.11).

Inflamasyon bakimindan grup e gore grup IV’te ileri derecede 6nemli artis
(p<0,001) belirlenirken, grup I ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0,05). Grup II’ye gore grup IV’te ¢ok onemli diizeyde artis (p<<0,01) belirlenirken,
grup Il ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup III’e gore
grup IV’te ¢ok onemli diizeyde artis (p<<0,01) belirlenirken, grup III ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05). Grup IV’ e gore grup V’te ¢cok dnemli
diizeyde azalma belirlendi (p<0,01). Grup IV ve grup VI arasinda istatistiksel olarak
fark yoktu (p>0,05). Grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi
(p>0,05) (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Kontrol ve deney gruplarina ait hiicresel nekroz, hiicresel dejenerasyon, nodiiler yap1 ve

inflamasyon skorlarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Hiicresel 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 2 (2-3) 0 (0-0.75) 1(0.25-1.75)
nekroz ** aaa, bbb it
Hiicresel 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 3(2,25-3) 1(0-1) 1(1-1,75)
dejenerasyon **, aad, bbb # *ab
Nodiiler yapi 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 2(2-2) 1(0-1) 1(0,25-1,75)
** aaa, bbb
inflamasyon 0 (0-0) 0(0-0,75) 0(0-1) 3(2-3) 0(0-1) 1(0,25-2)
** aa, bb #t

Grup I’e gore fark: *; p<0,01, **; p<0,001
Grup II’ye gére fark: % p<0,05, *®; p<0,01, *** p<0,001
Grup III'ye gore fark: °; p<0,05, **:p<0,01, **: p<0,001

Grup IV’e gore fark: *; p<0,05, #: p<0,01

Sekil 4.11. Grup I’e ait Karaciger Dokusu Orneklerinin Isik Mikroskobu Inceleme Gériintiileri. Grup I’de
hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilar ve vena sentralis (v) yapilariyla beraber normal goriiniimlii
karaciger yapisi goriilmekte (a, b), (HE, bar:200pum).
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Sekil 4.12. Grup II’ye ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup 1I’de
Hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilar ve vena sentralis (v) yapilariyla beraber normale yakin gériiniimlii
karaciger yapisi goriilmekte (a,b), (HE, bar:100pm, bar:50.0um).

Sekil 4.13. Grup III’e ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup II’te
hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilar ve vena sentralis (v) yapilariyla beraber normal goriiniimlii
karaciger yapisi goriilmekte (a, b), (HE, bar:200um, bar:100um).
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Sekil 4.14. Grup [V’e ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup IV’te
karacigerde yogun hasar goriilmekte 6zellikle vena sentralis (v) etrafindaki hiicrelerde hasar (¥) (a),
piknotik niikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hepatosit hiicreleri (») (b,c,d), karyolizis gozlenen
hepatosit hiicreleri (—) (c,d) izlenmekte (HE, bar:200um, bar:20.0pum, bar:10.0pum).
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Sekil 4.15. Grup IV’e ait karaciger dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup IV’te
karacigerde yogun hasar goriilmekte dzellikle vena sentralis (v) etrafindaki hiicrelerde yogun hasar (*)
(a,b), birgok hiicrede hidropik degisiklikler (—) (b,d), nodiiler tarzda diizenlenmis hepatosit hiicre
kordonlari (c) izlenmekte (HE, bar:100pum, bar:50.0pum bar:20.0pum).
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Sekil 4.16. Grup I'V’te Karaciger parankiminde proneoplastik fokus (—) dikkat ¢ekmekte (a,b), (HE,
bar:100um, bar:50.0um).

Sekil 4.17. Grup V’e ait karaciger dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup V’te
karacigerde azalmis hasar ile birlikte normale yakin karaciger yapisi goriilmekte. Portal alanda kismi
hiicresel infiltrasyon (») (a) ile baz1 hepatositlerde hiicre bolinmesi dikkat ¢cekmekte (—) (b)
gozlenmekte (HE, bar:50.0pum bar:10.0pm).
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Sekil 4.18. Grup VI’ya ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri. Grup
VI’da karacigerde grup IV’e gore azalmig hasar goriilmekle birlikte, grup V’e gore daha yogun hasar
dikkat ¢ekmekte. Portal alanda kismi hiicresel infiltrasyon () (a) ile baz1 hiicrelerde hidropik
degisiklikler gozlenmekte (—) (b) (HE, bar:100um bar:20.0um)

Calismamizda yapilan 6n denemeler sonucunda 7. haftada preneoplastik fokus
olusumuna rastlanilmasi sonucunda Grup VI’da bu haftada [Au(dppz)Cl,]CI
uygulamasina baglanilmistir.

Sekil 4.19. On dnemelerde 7. haftada elde edilen preneoplastik fokus goriintiisii. Karacigerde
preneoplastic fokus alanlar1 goriilmekte () ayrica hiicresel inflamasyon dikkat ¢ekmekte (—) ( (HE,
bar:100pm).

91



5. TARTISMA

Biitiin organizmalar kaginilmaz bir sekilde ve siirekli olarak yabanci
kimyasallara ve ksenobiyotiklere maruz kalirlar. Bunlar; ilaglar, endiistriyel
kimyasallar, pestisidler, pismis gidalarin piroliz iriinleri, alkaloidler, sekonder bitki
metabolitleri, kiifler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan {iretilen toksinler gibi dogal ve

insan yapimi kimyasallardir (168).

Bir kimyasal bilesigin kendisi toksik olabilecegi gibi organizmada
biyotransformasyon sonucu toksik bilesiklere doniisebilmektedir. Karsinojenik ve
mutajenik bilesikler kuvvetli elektrofilik ozellik tasirlar. Elektrofilik ara iirlinlere
dontliserek metabolize olan bilesikler genellikle alkilleyici ajanlar olarak bilinir.
Reaktivitesi yiiksek olan bu bilesikler organizmada niikleofilik 6zellikli -SH, -NH, ya
da -OH gruplarimi igeren proteinlerle, RNA ve DNA gibi makromolekiillerle kovalent
bag yapabilirler. Bu baglanmanin kimyasal karsinojenez olgusunda neoplastik geligimi

baslattig1 diistiniilmektedir (81).

Diyetin de icerisinde yer aldigi cevresel ve cografi etkenler belirli kanser
tiirlerinin insidanst ile iligkilidirler. Dietilnitrozaminin birgok hayvan tiiriinde cesitli
organlarda timér olusumunu indiikledigi belirlenmistir. Dietilnitrozaminin metabolik
aktivasyonu cyp 450 kataliziyle hidroksilasyonunu gerektirir. Olusan stabil olmayan
metabolitler DNA’da alkilasyona neden olur, bdylece timor formasyonu gergeklesir.
Cesitli cyp 450 formlarininda yer aldig1 faz I ve faz Il enzimleri ekspresyonlarinin FB
uygulamas: ile arttigi gosterilmistir (7). Bu tip kimyasallara maruziyetin artmasi
durumunda mutajenik ve karsinojenik sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Insan viicudu bu tip
kimyasal bilesiklere kars1 ¢cok c¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmesine ragmen bu
kimyasal bilesiklere karsi giderek artan maruziyet nedeniyle, mutajenik ve/veya
karsinojenik Ozelliklerini baskilayabilecek nitelikte diger bilesiklerin kullanilmasina
gerek vardir (81).

Antikanser ilaclar, sitotoksinler olarak ifade edilen antiproliferatif ajanlardir
(67). Metal tirevleri icinde kanser tedavisinde genelde platin bilesikleri
kullanilmaktadir. Son yillarda altin (III) bilesikleri, sisplatin tedavisine karsi bir
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alternatif olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bunlar yapisal olarak birbirleriyle benzer
ozellikler gosterir. Altin ilaclarinin onlarca yildir kullanildig1 diisiiniilmektedir. Ancak

bunlarin etki mekanizmasi hala arastirilmaktadir (133).

Enzimlerin degisen aktiviteleri (AST, ALT, LDH), hiicre proliferasyonunun
etkilerini yansitmaktadir ve timdr hiicrelerinde metabolik turnoverlart normal
hiicrelerden  olduk¢a  farklidir.  Aktivitelerindeki  artis  kanser  durumunda

transformasyona ugrayan hiicrelerin sayisi ile korelasyon gostermektedir (93).

Alaninaminotransferaz ve AST viicutta birgok organ ve dokuda yaygin olarak
bulunan enzimlerdir (71). Transaminazlarin seviyesi karaciger foksiyonunu
gostermektedir ve bu enzimlerin Serumda artmis seviyeleri karaciger hasarmin bir
gostergesidir. Kanser kemoprevensiyonu ve terapisi bu enzimlerin arastirilmasina
baglidir (183). Biyolojik sistemlerde transaminasyonun rolii iyi bilinmektedir. o-
ketoglutarik asit, oksaloasetik asit, piirivik asit diger yandan aspartik asit ve glutamik
asit transaminaz substratlaridir. Transaminasyon olduk¢a Onemli metabolitlerin

dontisiimiiyle ilgilidir (93).

Alaninaminotransferaz oncelikle karaciger ve bdbreklerde bulunup, kalp ve
iskelet kasinda daha az miktarda mevcut iken (122), AST karaciger disinda kalp kasi,
iskelet kasi, bobrek, pankreas, akciger, beyin ile lokosit ve eritrosit gibi kan
hiicrelerinde de bulunmaktadir. Dolayisiyla serum aminotransferaz aktivitesinde
yiikseklik karaciger dis1 nedenlerden de kaynaklanabilir (54). Alaninaminotransferaz
hiicre sitoplazmasinda bulunurken AST hem sitoplazmada hem de mitokondride
bulunur (122). Alaninaminotransferaz karaciger hastaliklari i¢in AST den daha spesifik
olmakla birlikte bazi karaciger hastaliklarinda AST’nin daha fazla artis gdstermesi
mimkiindiir (71). Aspartataminotransferaz ve ALT hiicre hasar1 ve plazma
membraninin bozulmasi sonucunda sitoplazmadan kana salinmaktadir. Serum AST ve
ALT hepatik hasarin teshisinde biomarkirdirlar ¢linkii hepatik hasar sonrasinda kana

saliirlar (175).

Aminotransferazlar karacigerde hasar meydana geldiginde teshiste kullanilan ilk

enzimlerdir (97). Karaciger dokusunda karsinojenler nedeniyle inflamasyon ve
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nekrozun olusmast bu enzimlerin karaciger hiicrelerinden plazmaya sizmalarina sebep
olur (8). Kanserli hayvanlarda artmig aminotransferaz aktivitesi gozlenmistir.
Hepatoselliiler karsinomada artmis transaminaz aktivitesi belirlenmistir ve tedavi
sirasinda tiimor kiitlesi ile AST ve ALT arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir.
Kemoterapi sonrast hepatik malignansili, ilaca yanit vermeyen hastalarda bu enzimlerin

seviyesinde artis belirlenmistir (93).

Shaarawy ve arkadaslar1 ¢alismalarinda DEN uygulamasinin ratlarda ALT ve
AST seviyelerini arttirdigini gostermislerdir (175). Dietilnitrozamin ve FB uygulamasi,
hiicre membraninin bozulmasina ve tahrip olmasina neden olarak transaminazlarin
karaciger dokusundan sizmasina yol acar (183). Dietilnitrozamin bir hepatotoksin ve
karsinojendir. Dietilnitrozamin verilen hayvanlarda AST ve ALT seviyelerindeki artis,
hepatotoksisite ve karsinogenezde preneoplastik degisimlerin gelisimi, artmis ¢esitlilik

ve karaciger karsinomasinin ilerleyen evreleri ile iligkilidir (93).

Sun ve arkadaslarinin farelerde DEN ve FB ile olusturulan tiimor modelinde
ALT seviyelerinde kontrole gore artis oldugunu ancak AST seviyesinde ise dnemli bir
degisme olmadigini belirtmistir (183). Jahan ve arkadaslari, siganlarda DEN ve FB ile
indiiklenen hepatokarsinogenez modelinde serum AST ve ALT seviyelerinin arttigini
gostermislerdir (93). El Mesallamy ve ve arkadaslar1 kimyasal olarak DEN ile ratlarda
olusturulan hepatokarsinogenezis modelinde AST ve ALT diizeylerindeki artisi, DEN
uygulamas: ile serbest radikal {iretiminin artmasma bagli olarak hepatoselliiler
membranin zarar gormesi ve sitoplazmik enzimlerin sistemik sirkiilasyona salinmasina
baglamiglardir  (60). Taha ve arkadaslari, DEN/Asetilaminofloran  sican
hepatokarsinogenezis modelinde benzer sekilde AST ve ALT seviyelerinin kontrol
grubuna gore arttigint ve bu durumun karaciger hasarinin bir gostergesi oldugunu

belirtmislerdir (186).

Calismamizda grup I, grup II ve grup III’e gére DEN ve FB uygulamasi yapilan
grupta (grup IV) serum ALT ve AST degerleri artmistir.  Grup IV’te ALT ve AST
seviyelerinde belirlenen artisin nedeni DEN ve FB uygulamasinin karaciger dokusunda
nekroz ve inflamasyonu arttirmasina bagli olarak bu enzimin karaciger hiicrelerinden

seruma sizmasi olarak agiklanabilir. Hem ALT hem de AST agisindan grup I’e gore
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grup II ve grup III arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Bu durum ¢dziicii olarak
kullandigimiz DMSO ve [Au(dppz)Cl;]Cl kompleksinin membran biitiinliigline zarar

vermedigini gostermektedir.

Serum ALT seviyesi bakimindan grup IV’e gore grup V ve grup VI'da ileri
derecede Onemli azalma belirlendi. Caligmamizda [Au(dppz)CI;]JCl kompleksinin
karaciger parankim hiicrelerinde rejenerasyona neden oldugu ve membran biitiinligiinii
koruyarak bu enzimlerin sizmasini 6nledigi soylenebilir. AST degerleri agisindan ise
[Au(dppz)CI;]C1 uygulamas: ile grup V ve grup VI’da AST degerlerinde azalma
gbozlenmesine ragmen bu sonug istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. Lum ve
arkadaslarinin Au (III) meso-tetraarylpophyrin ile hepatoselliiler hiicre dizisinde
yaptiklar1 ¢alismada Au (II) meso-tetraarylpophyrin kompleksinin sham grubuna gore
AST seviyelerini diisiirdiiglinii ve Au (III) meso-tetraarylpophyrin’in normal karaciger
hiicrelerine zarar vermedigini belirtmiglerdir (124). Calismamizda [Au(dppz)Cl;]CI

uygulamasi ile ALT degerlerinde gozlemlenen azalma AST degerlerine yansimamustir.

Laktat dehidrogenaz enzimi glikolizin anahtar enzimidir ve laktat {iretimini
katalizler. Bu enzim tiim dokularda yaygin olup bes izoenzimi vardir. Karaciger dokusu
LDHS5 yoniinden daha zengindir. Kardiyolojik problemler disinda LDH ve izoenzimleri
ile ilgili calismalar, genellikle karaciger maligniteleri basta olmak iizere cesitli
malignitelere ve bazi karaciger hastaliklarina yoneliktir (30). Karaciger parankimasinin
hasarlanmasindan sonra bu izoenzimler yiikselebilmektedir (113). Yiikselmis serum
LDH"1 genellikle karaciger hasari ile iligkilidir ve hasarlanan hiicrelerden kana salinir
(44). Jahan ve arkadaslari, sicanlarda DEN ve FB ile indiiklenen hepatokarsinogenez
modelinde serum LDH seviyelerinin arttigini gostermislerdir (93). Benzer sekilde
Jagadeesh ve arkadaslari, DEN/FB ile olusturduklar sigan hepatokarsinogez modelinde
LDH seviyelerinin saglikli sicanlara kiyasla artis gosterdigini gozlemlemislerdir. Toksik
karaciger hasarinda LDH seviyelerinde kritik degisimler olabilecegini ve membran
biitiinliigliniin ve gecirgenliginin toksik ajanlara yanit olarak nonspesifik degisimler

gosterebilecegini belirtmislerdir (92).

Bizim g¢alismamizda literatiirlerle (92, 93) uyumlu olarak serum LDH degerleri

bakimindan, grup I’e gore karsinojenlerin uygulandigi grup IV’te 6nemli diizeyde artis
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belirlendi. Grup V’te grup I’e gore énemli diizeyde artis belirlendi. Dietilnitrozamin ve
FB uygulamasi ile LDH seviyelerinin artis gdstermesi muhtemelen bu toksik ajanlarinin
membran biitiinliigline ve gecirgenligine zarar vermesi nedeni ile gerceklesmektedir.
Grup I, grup Il ve grup Il arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Bu durum DMSO ve
[Au(dppz)Cl;]C1 kompleksinin saglikli hiicrelerde membran biitiinliigiine zarar
vermedigini ve dolayisiyla LDH sistemik dolasima salinmadigin1 gostermektedir. Grup
IV’e gore [Au(dppz)Cl,]Cl kompleksinin uygulandigi grup V ve grup VI arasinda LDH
seviyesi bakimindan azalma gbzlenmesine ragmen bu deger istatistiksel olarak anlamli

degildi.

Calismalarda apoptoz disregililasyonunun hepatoselliiler karsinoma olusumunda
Oonemli bir neden oldugu gosterilmistir. Apoptozun indiiklenmesi kanserden korunma
icin 6nemli bir mekanizmadir (221). Kaspaz 3 apoptozun en dnemli bir mediyatoriidiir.
Apoptotik kaskatta baslica enzim kaspaz 3’tiir ve siklikla apoptotik aktiviteyi
belirlemede kullanilir (84).

Fujikawa ve arkadaslari, insanlarda hepatoselliiler karsinomada kaspaz 3
ekspresyonunun saglikli gruba goére azalmis oldugunu immiinhistokimyasal olarak
belirlemislerdir (64). Bunun aksine Persad ve arkadaslarinin hiicre kiiltliriinde ve
insanlar iizerinde yaptig1 ¢alismada ise kaspaz 3’iin ekspresyonunda kontrol grubuna
gore artis gozlemlenmistir. Burada belirlenen kaspaz 3 artisinin a-feto protein (AFP)
onkoproteinine  bagli  olabilecegi  belirtilmistir. AFP  diisiik konsatrasyonda
hepatoselliiler ~karsinoma hiicre dizileri i¢in biiyime faktoriiyken yiiksek
konsantrasyonlarda kaspaz 3 aktivasyonunu indiikleyerek apoptozu arttirabilecegi
bildirilmistir. Fakat ayn1 ¢alismada kaspaz 3’lin ekspresyonunun artmasina ragmen
aktivitesinde ve apoptozda herhangi bir artis meydana gelmedigi gosterilmistir. Kaspaz
3 ekspresyonunun azalmasi ¢esitli tiimor ve hiicre kiiltiirii caligmalarinda apoptoza ve
tedaviye diren¢ oldugunu gostermektedir. Meme kanseri ve lenfomalarda kemoterapdtik
ajanlarm da yer aldig1 apoptotik stimiiliilere direncin, kaspaz 3’iin yetersiz ekspresyonu
nedeniyle olduguna dair bilgi mevcuttur. Sisplatin-tamoksifen ve iyonize radyasyonla
indiiklenen apoptoza direng, meme, lenfosit ve HeLa hiicre dizisinde kaspaz 3’e baghdir

(157). Kanser hiicrelerinde APAF-1 eksikliginin belirlendigi ve buna bagli olarak
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kaspaz aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir (162). Zhang ve arkadaslar1 ¢alismalarinda
DEN ile olusturduklar1 hepatokarsinogenez modelinde, DEN uygulamasi yapilan grupta
kaspaz 3 protein seviyelerinin azaldigini gostermislerdir (221). Sun ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada hepatoselliiler karsinomada hiicre apoptozu ile kaspaz 3
ekspresyonu arasinda bir korelasyon olmamasina ragmen, kaspaz 3 ekpresyonunun
azalmasinin  hepatoselliller  karsinoma olusumuna katkida  bulunabilecegini
bildirmislerdir (184). Che ve arkadaslar1 tarafindan in-vitro ve in-vivo olarak
gerceklestirilen hepatoselliiler karsinoma modellerinde uyguladiklart bir seri Au (III)
porfirin kompleksinin potent antikanser etki gosterdigini gézlemlemislerdir. Au (III)
porfirin la’nin hem kaspaz bagimli hem de kaspaz bagimsiz yolak ile apoptozu
indiikledigi belirtilmistir. Bu kompleksin ROS’ni arttirdigi ve membran gecirgenligini
degistirdigini belirtmislerdir (124).

Calismamizda karaciger dokusu kaspaz 3 degerleri bakimindan grup I'e gore
grup II ve grup III arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Grup I’e gére grup IV’te ileri
derecede 6nemli azalma belirlendi. Grup IV’e gore grup V ve grup VI’da ileri derecede
onemli artis belirlendi. Grup VI’ya gore grup V’te ileri derecede dnemli artis belirlendi.
Calismamizda uygulamis oldugumuz DEN ve FB grup IV’te kaspaz 3 ekspresyonunda
azalmaya neden olmus olabilir. Calismamizda kullandigimiz [Au(dppz)Cl2]Cl
kompleksinin Che ve ark. yaptiklar1 ¢alismada oldugu gibi membran permeabilitesini
degistirerek sitokrom c’nin sitozole salinmasina neden oldugunu ve kaspaz 3 miktarini

arttirarak etkisini gosterdigini diisiinmekteyiz.

Hiicresel strese cevapta pS53 tiimor baskilayict proteini ana bilesendir. DNA
hasar1, hipoksi, 1s1 stresi gibi durumlarda hiicresel stresin kaynagina ve miktarina bagl
olarak hiicre DNA’sinin tamiri, hiicre dongiisiiniin durdurulmasit ve apoptozu
diizenlemektedir. p53 DNA ile sekans spesifik etkilesim yoluyla, CDKN1A (p21) ve
Mdm-2’de dahil olmak iizere bazi genlerin transkripsiyonunu baskilar veya aktive eder.
Mutasyona ugramis insan tiimorlerinin ¢ogunda Orneklendigi gibi p53 genom
stabilitesinin kritik bir gostergesi olarak fonksiyon goriir (98). p53 normal sartlar altinda
oldukga kararsiz bir proteindir ve Mdm-2 proteininin etkisi ile p53 inaktive edilir.

Mdm-2, p53 ubikuitinasyonunu ve ardindan 26S proteazom ile yikimi sirasinda p53
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stabilizasyonunun negatif diizenleyicisi olarak etki gosterir. Hiicresel stres sirasinda p53
stabilizasyonu yolundaki primer yol p53-Mdm-2 etkilesiminin engellenmesidir (53).
Mdm-2’nin asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonu ¢esitli tipteki insan kanserlerinde

siklikla gézlenir (147).

Timor olusumunda p53 timdr baskilayicisinin  inaktivasyonu  siklikla
gerceklesen bir olaydir. p53 geni mutasyona ugramakta ve mutant p53 proteinleri
onkojenik fonksiyonlar kazanmaktadir (165). Finnberg ve arkadaslar1i DEN ve FB
uygulamasi yapilan ratlarin karacigerinden elde ettikleri hepatositlerde p53 seviyesinde

azalma belirlemigledir (63).

p53 tiimor baskilayici proteini bircok proapoptotik gen iirliniiniin ekspresyonunu
indiikler ve intrinsik ve ekstrinsik yolu baslatir (104). p53 tiimor baskilayict protein
malignant gelisimi 6nlemede 6nemli rol oynamaktadir. Bir¢ok insan tiimoriinde p53’iin
baskilandig1 ya da kayboldugu belirlenmistir. pS3 geninde kayip ya da mutasyonun
karacigerde adenom olusumuyla baglantili oldugu belirtilmistir (56).

Calismamiz karaciger dokusu p53 degerleri bakimindan degerlendirildiginde
grup I ve grup II arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir. Grup I’e gore grup
IV’te ileri derecede onemli azalma belirlenirken grup I’e gore grup 11, grup V ve grup
VI’da ileri derecede dnemli artis belirlenmistir. Grup 1I’ye gore grup II1, grup V ve grup
VI'da ileri derecede 6nemli artis belirlenirken grup IV’te ileri derecede 6nemli azalma
bulundu. Grup IV’e gore grup III, grup V ve grup VI’da ileri derecede 6nemli artig
belirlendi. Grup III’e gore grup V ve grup VI’da ileri derecede dnemli artis belirlendi.
Grup V ve grup VI arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi. Deneysel karaciger
kanser modeli olusturmak icin inisiyatdr olarak DEN ve promotor olarak FB
kullandigimiz c¢alismamizda uygulamis oldugumuz bu kimyasallar karacigerde p53
seviyesini azaltmistir. Bu durumda DNA hasar tamirinde rol alan, hiicre dongiisiinii
durdurulabilen ya da hiicreyi Oliime gotiiren p53’iin fonksiyonunu yapamamasi
dolayisiyla degismis hiicrelerin proliferasyona gidebileceginin bir gostergesi olarak
yorumlanabilir. Literatiirde ¢esitli tipteki kanserlerde Mdm-2’nin asir1 ekspresyonunun
siklikla gozlendigi belirtilmistir (147). Calismamizda grup IV’te goézlemlenen p53

seviyesindeki azalma, Mdm-2’deki artis nedeniyle p53’iin traskripsiyonel aktivitesinin
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inhibe olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Grup III’te p53 artis1 belirlenmis ancak bu
grupta p53°in etkileyebilecegi Olciilen diger parametreler agisindan herhangi bir
degisim olmamasi bu artisin sadece miktarla smirli kaldigim1 ve saghikli hiicrelerde
fonksiyonunu etkilemedigini diisiindiirmektedir. Grup IV’e gore [Au(dppz)Cl,]CI
kompleksi uygulanan gruplarda (grup V ve grup VI) p53 diizeylerinde belirlenen artis
nedeniyle maddemizin hasarli hiicrenin apoptozuna yol aciyor olabilir. Bu durum DEN
ve FB uygulamasi yapilan siganlarda hiicre membranlarinin hasar goérmiis olmasi
nedeniyle [Au(dppz)Cl,]Cl kompleksinin, hiicre i¢ine ge¢isinin saglikli hayvanlara
kiyasla daha kolay olabilecegini diisiindiirmektedir. Simdiye kadar altin bilesikleri ile
yapilan c¢aligmalarda bu komplekslerin antitimor etkili oldugu ve hepatoselliiler
karsinomada apoptozu indiikledigi vurgulanmis (39,124) ancak bunu apoptoz yolaginda
yer alan parametreler iizerine etkilerine dair net bir bilgi bulunmamaktadir. Bu durum
[Au(dppz)CI2]ClI kompleksinin p53 proteininin artisina neden olarak apoptozu

indiikleyebileceginin gdstergesi olabilir.

Antiapoptotik Bcl-2 proteini, proapoptotik proteinleri notralize eder ve kanser
hiicrelerinin apoptoza ge¢me yetenegini belirlemede ¢ok Onemlidir. Bax normalde
sitoplazmada bulunurken apoptozu ilerletmek igin mitokondriye transloke olur. Fakat
Bax aktivitesi Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinler tarafindan giderilmektedir. Birgok
kanser hiicreleri Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinlerin artmis ekspresyonu nedeniyle
apoptozdan kaginmaktadir (221). Hepatoselliiler karsinomada gozlemlenen gesitli
genetik degisiklikler Bcl-2 ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik iiyeleri arasinda
dengesizligi tetiklemektedir. Bu proteinler ayn1 zamanda kanser tedavisi iginde 6nemli
bir hedeftir. Bcl-2 apoptozu baskilayarak neoplastik hiicrelerin yasam siiresini
uzatmaktadir. Bishayee ve arkadaslari, DEN ve FB ile ratlarda olusturduklar
hepatokarsinogenez modelinde karaciger dokusunda immmiinhistokimyasal boyama
sonucu Bax pozitif hiicrelerin oldukg¢a diisiik seviyelerde oldugunu belirlerken Bcl-2
pozitif hiicrelerin ise oldukg¢a sik oldugunu gostermislerdir. Saglikli rat dokusunda ise
herhangi bir boyama belirleyememislerdir (25). Zhang ve arkadaslar1 c¢alismalarinda
DEN ile olusturduklar1 hepatokarsinogenez modelinde, DEN uygulamas1 yapilan grubu
kontrol grubu ile kiyasladiklarinda Bax protein seviyelerinde azalma belirlenirken Bel-2

protein seviyelerinin arttirdigin1 gdstermislerdir (221). insan miyeloid hiicre dizisinde
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Au(lIl)-methylsarcosine dithiocarbamato tiirevleri ile yapilan c¢alismada bu Au
komplekslerinin antiproliferatif ve apoptotik etkileri belirlenmis, antiapoptotik Bcl-2
molekiiliiniin baskilandigi ve proapoptotik Bax proteininin ise upregiilasyonunu
indiikledigi belirtilmistir (12).

Calismamizda Bcl-2 immiinhistokimyasal boyamasinda grup I, grup II ve grup
[II’e gore grup IV’te artis belirlendi. Bu durum ¢alismamizda inisiyator olarak DEN ve
promotor olarak FB kullanilarak olusturulan rat modelinin karaciger dokusunda Bcl-2
seviyelerinde artisa neden oldugu dolayisi ile bu antiapoptotik proteinin artmasi ile
apoptozun engellendigi soylenilebilir. [Au(dppz)Cl;]JC1 kompleksinin kullanildig
gruplarda (grup V ve grup VI) grup 1V’e gore Bel-2 diizeyleri bakimindan istatistiksel

olarak anlaml: bir fark bulunamadi.

Bax immiinhistokimyasal boyamasinda grup I, grup II ve grup III’e gore grup
V’te artis belirlendi. Grup IV’e gore grup V’te Bax degerleri agisindan artis
belirlenmistir. Ilging olarak apoptoz indiiksiyon mekanizmasinda Bcl-2/Bax oranindan
daha cok tek basina Bcl-2 miktarina daha ¢ok bagimli oldugu belirtilmistir (219). Bizim
calismamizda da kontrol gruplarina kiyasla karsinojenlerin verildigi grupta Bax
acisindan bir fark bulunamamistir. Bu durum grup IV’te Bax seviyeleri belirgin bir
degisme olmadigi halde Bcl-2 seviyesinde gézlemlenen artisin apoptozun inhibisyonuna
yol agabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte [Au(dppz)Cl;]Cl1 uygulamasi yapilan
grup V’te grup IV’e kiyasla Bax artisinin belirlenmesi artan hiicre proliferasyonuna

karsin apoptoz mekanizmasinin devreye girebilmesi acisindan 6nemli olabilir.

Rodentlerde deneysel hepatokarsinogenez baslangic, ilerleme ve progresyon
asamalarin1 kapsar. Apoptoz biitiin asamalarda 6nemli rol oynamakla birlikte 6zellikle
ilerleme asamasinda etkilenmis hepatositlerin klonal cogalmasinda Onemlidir. Bu
cogalma prencoplastik hepatositlerin hiicre proliferasyonunun selektif olarak artmasina
ve apoptozun selektif olarak azalmasina sebep olmaktadir. Bir¢cok ¢alismada iglerinde
FB’inde yer aldig1 birgok ilerletici ajan sigan hepatokarsinogenezisinde preneoplastik
hepatositlerin apoptozunu selektif olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bu durum
kimyasallarla olusturulan karaciger kanser deneylerinde apoptozun ¢ok Onemli

oldugunu gostermektedir (152). Apoptozun inhibisyonu ve preneoplastik klonlarin
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¢ogalmasi tomor promosyon asamasinda onemli rol oynar. Bir promotor olan FB ile
preneoplastik fokuslarda apoptozun inhibisyonu gosterilmistir (27). Bishayee ve
arkadaslar1 ile Chodon ve arkadaslari, DEN ve FB ile sicanlarda olusturduklari
hepatokarsinogenez modelinde sigan karaciger dokusunda saglikli ratlarda ve karsinojen
uygulanan ratlarda apoptozun oldukga seyrek oldugunu belirlemislerdir (25, 42). Taha
ve arkadaglari ¢alismalarinda DEN ile indiiklenen karaciger hasarinda karsinojen

kontrol gruplarinda apoptotik hiicre 6liimiiniin olduk¢a diisiik oldugunu belirtmislerdir
(186).

Kemopreventif ajanlarda oldugu gibi ¢esitli kemoterapotiklerde de apoptoz,
temel etki mekanizmasi olarak One siirilmektedir (25). Kromozomal DNA’nin
oligoniikleozomal biiyiikliikte fragmanlara bdliinmesi apoptozun biyokimyasal
karakteristiklerinden birisidir (222). DNA fragmantasyonunun belirlenmesi apoptozun
giivenilir bir gostergesidir (25). DNA antikanser ilaglar i¢in baslica hedeftir ve Au (III)
komplekslerinin DNA’ya baglanmasi1 yaygin olarak calhisilmigtir (215). Altin
kompleksleri ile yapilan bir¢ok ¢alismada bu bilesiklerin sitotoksik ve antitiimor etkiye
sahip oldugu ve kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu belirtilmistir. Mitokondri
altin bilesikleri icin bir hedeftir (13). Che ve arkadaslar1 servikal kanserli HelLa
hiicrelerinde [Au(IIl)(tetraporphyrin)]Cly ile yapmis olduklari1 ¢alismada bu bilesigin
apoptotik cisimciklerin olusumuna ve DNA fragmantasyonuna neden oldugunu
gostermiglerdir (39). Mitokondri apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozda
oncelikli olarak mitokondri transmembrani ¢okmektedir (74). Elektron transferi
sirasinda protonlar, mitokondriyal membran potansiyeli olusturur ve matriksten zarlar
arast bosluga salmirlar (88). Mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi
sonucunda membran potansiyelinin kaybolmasinin, mitokondri baglantili apoptozu
baglattigi kabul edilmektedir. Membran potansiyelinin kaybolmast ATP sentezinin
azalmasi ve dolayisiyla apoptotik faktorlerin salinmasina neden olur. Sitokrom c, AlF,
SMAC/DIABLO mitokondriden sitoplazmaya gegerek hiicre 6liimiine neden olur (35).
Yine bu bilesikler i¢in mitokondriyal tiyoredoksin rediiktaz oldukca 6zel bir hedeftir.
Au kompleksleri ile yapilan ¢calismalarda tiyoredoksin rediiktazin azaldigi belirtilmistir.
Hiicresel sistemlerde ve izole edilen mitokondride Au bilesiklerinin H,O; iiretimine

neden oldugu auranofin uygulamasi ile gozlemlenmistir. Ayni1 zamnada Au(III)
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dithiocarbamato tiirevleri ile yapilan ¢alismada reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine yol
actig1 belirtilmistir. Bu durum Au(IIl) komplekslerinin mitokondriyal elektron transport
zincirini stimiilasyonundan daha ¢ok tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi iizerine olan
inhibitor etkisi ile ilgilidir. Bunun yani sira Au(IIl) dithiocarbamato komplekslerinin
HeLa hiicrelerinde ERK1/2 (ekstraselliiler sinyal diizenleyinci kinaz 1/2) fosforilasyon
seviyelerini arttirdig1 belitilmistir. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan ERK1/2 yolaginin
aktivasyonu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. ERK1/2 hiicre proliferasyonu ve yasaminin
yani sira apoptozun ilerlemesinde de 6nemli rol oynamaktadir. ERK indiikli apoptoz
tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen hem intrinsik hem de ekstrinsik yolagi
etkiledigi dislinlilmektedir. ERK fosforilasyonun inhibisyonu Bax ekspresyonunu
azaltmaktadir (13). Caligmamiz DNA fragmantasyonu agisindan hem TUNEL metodu

ile hem de spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda DNA kiriklarinin  oldugu hiicreler TUNEL pozitif olarak
belirlendi. Grup I, grup II karacigerlerinde TUNEL negatif hiicreler gozlenirken grup III
karaciger Orneklerinde az da olsa TUNEL pozitif boyanmis hiicreler belirlenmistir.
Grup IV’te TUNEL yontemi uygulanmis karaciger orneklerinde az sayida TUNEL
pozitif boyanmis apoptotik hiicreler gézlenmektedir. Grup V ve VI'da ise karaciger
orneklerinde  TUNEL pozitif kahverengi boyanmis cok sayida apoptotik hiicre
belirlenmistir. Bu sonuglarin gostermis oldugu iizere ¢alismamizda [Au(dppz)Cl;]CI
kompleksinin uygulanmasi ile tiyoredoksin rediiktaz aktivitesini azaltmig olabilir. Bu
durum ERK fosforilasyonunun artmasina, dolayisiyla apoptoza neden olmus olabilir.
Bunun yanmi sira ¢alismamizda Au(dppz)Cl;]JCl1 kompleksinin uygulanmasi ile
mitokondriyal membran gecirgenligini arttirarak (116) mitokondriden sitokrom c¢

salinimina neden olarak apoptoz yol agmis olabilir.

Spektrofotometrik olarak belirledi§imiz sonuglara gore calismamizda karaciger
dokusu DNA fragmantasyonu degerleri bakimindan grup IV’e gore Au(dppz)Cl;]Cl
kompleksinin uygulandig1 grup V’te artis belirlendi. DNA fragmantasyonundaki artis
apoptotik aktivitenin arttigini gostermektedir. Hepatoselliiler karsinomada in-vitro ve
in-vivo yapilan ¢alismalarda gesitli altin komplekslerinin uygulanmasi ile apoptozun

indiiklendigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda bu literatiirlerle bagdasmaktadir.
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Ubikuitin toksik hasar, yiiksek sicaklik, viral enfeksiyon ve besin yoksunlugu
gibi stresli kosullar altinda anormal ve kisa Omiirlii proteinlerin yikiminda gorev alir
(150). Ubikuitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye doniistimiiyle ilgili
hiicre i¢i sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve transkripsiyonun

diizenlenmesi gibi bir¢ok molekiiler homeostatik mekanizmaya katilir (179).

Ubikuitin proteozom yolu inhibe edilerek NF-xB transkripsiyonel faktoriin
blokaji tiimor hiicre Oliiminii fazla miktarda arttirir. NF-xB bagisiklik, stres,
inflamatuar, gelisme ve akut faz yanitlar ile ilgili gen ekspresyonlarinin aktivasyonunu
saglar. Inaktif NF-kB heterodimeri sitoplazmada nukleusa translokasyonu inhibe eden
inhibitér kB-a (IB)’ye bagli olarak bulunur. Patojenler (virus-bakteri), radyasyon, bazi
kemoterapoétik ajanlar, sitokinler (TNF o, IL-1) hiicre i¢i sinyal ileti yoluyla NF-xB’yi
aktive eder (202, 131). NF-kB birgok yasam faktoriinii diizenlemesinin yani sira
antiapoptotik aktiviteyle de baglantilidir. Antiapoptotik protein Bcl-2 ekspresyonunu
upregiile etmektedir (200). Bu aktivasyon da apoptoz inhibisyonuna neden olur. Ub
IB’ye kovalen baglanir, fosforile olur, fosfo IB hizla 26S proteozom tarafindan yikilir,
NF-«B’nin niikleer translokasyonu gergeklesir (202, 131). Bu o6zellik cok sayida
transgenik hayvan modellerinde gayet iyi bir sekilde gosterilmistir. indiiklenebilir IxB
“super-reseptor’iin eksprese edildigi bir c¢alisma, NFkB aktivitesinin fonksiyonel
inhibisyonu karaciger kanseri gelisimini engellemistir (199). Tersine, parsiyel NF-xB
inhibisyonu durumunda kimyasal olarak indiiklenen karaciger hasar1 artmis karaciger

kanser insidansina neden olmustur (53).

Hepatoselliiler karsinomaninda i¢inde yer aldigt cesitli kanser tiirlerinde
ubikuitin veya ubikuitinle konjuge proteinlerin birikimi immiinhistokimyasal olarak
gosterilmistir. Bu birikim i¢in olas1 aciklamalardan birisi, bu birikmis proteinlerin
ubikuitin-bagimli  proteolizisden bagimsiz olarak neoplastik hiicrelerin = spesifik
proteinleri olabilece8i yoniindedir. Shirahashi H ve arkadaslar1 ¢alismalarinda
hepatoselliiler karsinomali hastalarin karaciger dokusunda hem sitoplazmada hem de
niikleusta ubikuitin boyanmasinin saglikli gruba kiyasla daha fazla oldugunu
belirlemislerdir (176). Osada ve arkadaslar1 caligmalarinda normal hiicrelerde hi¢ ya da

cok az immiin boyama gozlendigini ancak hepatoselliiler karsinomali hastalardan elde
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edilen karaciger dokusunda ise gii¢lii bir immiin boyanma gozlendigini belirtmislerdir.
Bu tiir bir birikim tiimor-spesifik ubikuitine proteinlerin depolanmasi veya neoplastik
hiicrelerin yiiksek metabolik/katabolik orani sonucu olabilir (150). Benzer degisimler

renal hiicre karsinomasinda da rapor edilmistir (102).

Calismamizda ubikuitinin immiinhistokimyasal boyamasinda grup I’e gore grup
IV’te ¢ok onemli diizeyde artis belirlenmistir. Karsinojenlerin uygulandigi grup 1V ile
[Au(dppz)CI;]C1 kompleksinin uygulandigi gruplar (grup V ve grup VI) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Grup II ve grup III’ye gore grup
IV’te cok onemli diizeyde artig belirlenmistir. Calismamizda grup I'V’te ubikuitin artisi
DEN ve FB uygulamasi sonucu proliferasyona ugramis hiicrelerin artan metabolik
aktiviteleri sonucu olusan proteinlerin yikimin1 gergeklestirebilmek igin arttigini
diisiindiirmektedir. Bunun yani sira artmis ubikuitin diizeyleri, NF-kB aktivitesinin
artmasimna neden olarak antiapoptotik protein Bcl-2’nin artmasina ve apoptozun
azalmasina neden olmus olabilir. Calismamizda grup IV’te belirlenen bulgular bu

dogrultudadir.

Calismamizda grup I, grup II ve grup I histopatolojik olarak
degerlendirildiginde nekroz, hiicresel dejenerasyon, nodiiler yapi ve inflamasyon

acisindan herhangi bir patolojiye rastlanilmamastir.

Dietilnitrozamin, mutasyona ugramis karaciger hiicrelerinin sayisinin artmasina
katkida bulunan postnekrotik hepatoselliiler ¢ogalmay1 uyarir ve bu nedenle karaciger
caligmalarinda model olarak kabul edilir (103). Dietilnitrozamin, cyp 450 bagh
monooksijenaz sisteminin enzimleri tarafindan uzaklastirilmakta, bu sirada meydana
gelen reaktif ara triinler, baglayici enzimlerin katalitik bolgelerine ilgileri az oldugu
icin idrarla atilamayip 6nemli hiicre bilesenleriyle kovalent baglar olusturarak nekroz,
mutasyon ve kansere neden olmaktadir (41). Tessitore ve arkadaslari karacigere
200mg/kg DEN uygulamasinin fibroz ve nekroza sebep oldugunu bildirmislerdir (188).
Che ve arkadaglar1 servikal kanserli HeLa hiicrelerinde bir altin bilesigi olan
[Au(lll)(tetraporphyrin)]Cl, ile yaptiklar1 g¢alismada bu bilesigin apoptoza neden
olurken, nekroza neden olmadigin1 ya da ¢ok az derecede nekroz gozlendigini

belirtmislerdir (39). Calismamizda nekrotik bulgu acisindan grup 1, grup II ve grup I1I’e
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gore grup IV’te ileri derecede dnemli artig belirlenirken, grup I, grup II ve grup III ile
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Grup IV’e gore grup V’te ¢ok
onemli diizeyde azalma belirlendi. Bu durum g¢alismamizda inisiyatér olarak DEN ve
promotor olarak FB kullanilarak olusturulan sigan modelinde bu maddelerin karaciger
dokusunda nekroza neden oldugunu gostermektedir. [Au(dppz)Cl]Cl kompleksinin
grup V’te (promotor ile ayni anda baglatilan uygulamada) nekroz olusumunu azaltmasi
bu bilesigin kimyasal karsinojene maruziyetten sonra kullanilmasimin daha etkin

olabilecegini diistindiirmektedir.

Calismamiz hiicresel dejenerasyon acisindan degerlendirildiginde grup I, grup 11
ve grup III’e gore grup I'V’te ileri derecede onemli artig belirlendi. Yine Grup I, grup Il
ve grup III’e gore grup VI'da 6nemli diizeyde artis belirlendi. Grup I ile grup II, grup III
ve grup V arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Grup IV’ e goére grup V’te dnemli
diizeyde azalma belirlendi. Bu durum c¢alismamizda uyguladigimiz kimyasal
karsinojenlerin hiicresel dejenerasyonu arttirdigini ve bu maddelere maruziyet ile
baslayan [Au(dppz)Cl;]Cl kompleksi uygulamasinin hiicresel dejenerasyonu azalttigini

ve ileri asamalardaki kullanima kiyasla daha etkili oldugunu gdstermektedir.

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin {iretimi araciligiyla olusan
oksidatif stres hepatokarsinogenez i¢in predispozan faktor olarak hareket eder ve
hepatoselliiler karsinoma ve kronik karaciger hastaliklarina sevk eden 6nemli bir giictiir.
Inflamasyonun oksidatif stres tarafindan olusturulan ilk biyolojik cevap oldugu iyi
bilinmektedir. Oksidatif hasar ve inflamasyonun diizenlenmesi hepatokarsinogeneze
kars1 korunma ve kanserin onlenmesi acisindan 6nemlidir. Reaktif oksijen tiirleri, lipid
peroksidasyonuna ve DNA oksidasyonuna neden olarak karaciger kanserinin inisiasyon,
promosyon ve progresyonunda rol alir. Son zamanlarda inflamasyonunda hepatoselliiler
karsinomanin inisiasyon, promosyon ve progresyon asamalarindaki roliine dair deliller
mevcuttur (26). Altin bazl anti-artritik ilag olan auranofin ve sodium thiomalate’in
immiinsiipresiv ajanlar oldugu ve monosit ve diger kan hiicrelerinin aktivasyonunu
siirladigt belirlenmistir. Bu bilesikler proinflamatuar mediyatorlerin sekresyonunu
sinirlamaktadir (149). inflamasyon bakimindan grup I, grup II ve grup III’e gére grup
IV’te ileri derecede 6nemli artig belirlendi. Yine Grup I, grup II ve grup III’e gbre grup

105



VI’da 6nemli diizeyde artis belirlendi. Grup IV’ e gore grup V’te ¢ok 6nemli diizeyde
azalma belirlendi. Grup IV’te inflamasyon bakimindan goézlenen artis uygulamis
oldugumuz karsinojenlerin oksidatif strese neden olarak kanser olusumuna sevk
ettiginin bir gostergesi olabilir. Bunun yani sira grup V’te belirlemis oldugumuz azalma
ise promotdr ajan ile birlikte uygulamaya baslanilan [Au(dppz)Cl2]Cl kompleksinin
inflamasyonu baskilayicit yonde etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bu durum
[Au(dppz)CI;]C1  kompleksinin  antikanser  aktiviteye  sahip  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Dietilnitrozaminin hepatik mikrozomlarda metabolik aktivasyonu sonucu olusan
etilkarbonyum iyonu DNA’ya baglanmakta, DNA adduct’lar1 olusmakta ve fosfolipid
membran yag asitlerinin lipid peroksidasyonu yoluyla siiperoksit radikallerinin
iiretimine neden olarak hepatokarsinogeneze yol agmaktadir. DEN ile tiimor promotor
ajan FB birlikte rat karacigerinde oksidatif hasara neden olmaktadir. Ratlarda FB’in
devam eden uygulamasimin DEN indiiklii neoplastik hepatik nodiillerde ROS
olusumunun arttig1 goriilmistiir (26). Genototoksik bir ajan ile muamele edilen ratlarda
karacigerde FB uygulamasinin timor ilerlemesini sagladigi gosterilmistir. Timor
promotorlerinin devam eden uygulamalari hiicrelerin genomlariin zarar gérmesini ve
bunlarin klonal genislemesine neden olmaktadir. Genetik olarak degismis hiicrelerin
malignant transformasyonu malign tiimoérlerin gelisimine sebep olur (27). Rodentlerde
DEN indiiklii preneoplastik fokus ve preneoplastik ve neoplastik nodiil olusumu
insanlardaki Hepatoselliiler karsinoma gelisimine benzer (25). Kolaja ve arkadaslari,
FB’in DNA sentezini arttirarak preneoplastik hepatositlerin biiylimesini indiikledigini

ve hiicre proliferasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir (110).

Calismamizda nodiiler yap1 bakimidan grup I, grup II ve grup III’e gére grup
IV’te ileri derecede Onemli artis belirlenirken, grup I, grup II ve grup III ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. Deneysel karaciger kanser modeli
olusturmak icin inisiyatdr olarak DEN ve promotdr olarak FB’i kullandigimiz
calismamizda subkronik olarak verdigimiz bu kimyasallar sicanlarin karacigerlerinde
preneoplastik fokus olusumuna neden olmustur. Calismamizda elde ettigimiz bulgular,

bu maddelere maruziyet durumundan hemen sonra [Au(dppz)Cl2]Cl uygulamasinin ya
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da daha geg siireyle baslayan uygulamanin her ikisinde de preneoplastik fokus agisindan

karaciger i¢in koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir.

Deneysel olarak hepatoselliiler karsinoma modeli olusturdugumuz ¢alismamizda
inisiyator olarak uyguladigimiz DEN ve promotor olarak kullanilan FB, sican
karacigerinde preneoplastik fokus olusumuna neden olmustur. Giinlik hayatta maruz
kalabilecegimiz DEN ve antiepileptik bir ilag olarak kullanilan FB’in kanserojenik
etkilerini ortaya koyan bir¢ok calisma bulunmaktadir. Kanser tedavisi i¢in yapilan
caligmalar g6z Oniline alindiginda altin ile hazirlanan kompleksler ile yapilan
uygulamalarin basarili sonuglara ulastigi gozlemlenmistir. Calismamizda elde etmis
oldugumuz bulgulara dayanarak bu karsinojenlere maruziyet durumunda hiicre
Olimiiniin ~ diizenlenebilmesi agisindan apoptozu indiikleyen bir ajan olarak

[Au(dppz)CI;]Cl kompleksinin etkin bir madde olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel hepatoselliiler karsinoma modeli olusturmak i¢in kullandigimiz DEN
ve FB’in karacigerdeki etkilerine karsi [Au(dppz)Cl;]Cl kompleksinin roliine dair

sonuclar asagida belirtilmistir.

Grup IV’te grup I’e gore ALT, AST ve LDH seviyelerinde artig belirlenmistir.
Bu durum uygulamis oldugumuz DEN ve FB’in hepatik hasara neden olarak serum
ALT, AST ve LDH degerlerinde artisa neden oldugunu gostermektedir. Grup V ve grup
VI’da ALT degerlerinin azalarak kontrole (grup I) yaklasmasi [Au(dppz)Cl,]CI
kompleksinin hiicre hasarini azaltmasiyla iligkili gibi gériinmektedir. [Au(dppz)Cl,]CI
kompleksi uygulamasi yapilan Grup V ve grup VI, grup IV ile karsilastirildiginda bu
kompleksin AST ve LDH degerlerine belirgin bir katkida bulunmadig1 gozlemlenmistir.

Kaspaz 3 degerleri bakimindan grup I’e gore grup IV’te 6nemli diizeyde azalma
belirlenmigstir. Grup IV’te kaspaz 3 diizeylerinde belirlenen azalma calismamizda
uygulamis oldugumuz karsinojen maddelerin kaspaz 3 ekspresyonunu azaltmistir. Bu
durum DEN ve FB uygulmasmin apoptozu inhibe etmesiyle iliskili gériinmektedir.
Grup IV’e gore grup V ve VI'da kaspaz 3 diizeyleri acisindan belirlenen artig
[Au(dppz)CI;]C1 kompleksinin membran potansiyelini degistirerek sitokrom ¢
salinmmina neden oldugu ve dolayisiyla kaspaz 3 miktarimi  arttirdigini

diistindiirmektedir.

pS3 degerleri acisindan, DEN ve FB uygulamasinin birlikte yapildigi grup IV’te
grup I’e gore azalma belirlenmistir. Dietilnitrozamin ve FB uygulamasi si¢anlarda p53
diizeyinde azalmaya neden olmustur. p53’te karsinojenler nedeniyle olusan azalma
DNA hasarinin onarilmasina ya da hasar géren hiicrelerin apoptoza gitmesine engel
olmaktadir. Dolayisiyla mutasyona ugramis hiicreler preliferasyona gidebilecektir.
[Au(dppz)Cl;]C1 kompleksinin uygulanmis oldugu gruplarda grup IV’e gore pS53
seviyelerinde artig belirlendi. Bu durum [Au(dppz)Cl;]Cl kompleksinin p53°i arttirarak

apoptozu indiikleyen anti-tiimor etkili bir bilesik olabilecegini gdstermektedir.

Dietilnitrozamin ve FB uygulamasi ile grup IV’te, grup I'e gore Bcl-2

degerlerinde artis belirlendi. Antiapoptotik etkili Bcl-2 proteininde immiinhistokimyasal
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boyanma sonucu belirlenen artis, artan hiicre proliferasyonuna Bax proteininin apoptozu
engellenmesi nedeniyle olabilecegini gostermektedir. [Au(dppz)Clz]JCl kompleksinin
uygulandigr gruplarda Bcl-2 degerleri acgisindan istatistiksel olarak anlamlilik

bulunamamustir.

Bax immiinhistokimyasal boyamasinda grup I, grup Il ve grup IV’e gore grup
V’te Onemli diizeyde artig belirlendi. Grup V’te [Au(dppz)Cl;]JCl kompleksinin
uygulanmasiyla artan Bax proteini, mitokondiyal membranda porlar olugsmasina neden
olarak sitokrom ¢ salinmasina neden olabilir. Bax’ta belirlenen artis [Au(dppz)Cl,]CI

kompleksinin apoptotik etkilerini gdsterebilmesi ac¢isindan dnemlidir.

Spektrofotometrik olarak belirlenen DNA fragmantasyonu bakimindan grup
V’te grup I, grup II, grup III ve grup IV’e gore artis belirlendi. TUNEL metodu ile
belirlenen goriintiilerde yine grup V’te fragmante DNA’larin fazla oldugu belirlendi.
Calismamizda uygulamis oldugumuz [Au(dppz)Cl;]JClI  kompleksi apoptozu
indiiklemektedir. [Au(dppz)Cl;]JCl kompleksinin uygulamasi ile grup V’te belirlenen
p53, kaspaz 3 diizeylerindeki artis ve proapoptotik bax proteininde belirlenen artig bu
bulguyu desteklemektedir.

Calismamizda, grup I, grup II ve grup III histopatolojik olarak
degerlendirildiginde hiicresel dejenerasyon, inflamasyon nekroz ve preneoplastik fokus
olusumu agisindan herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Inisiyator olark DEN ve
promotor olarak FB uygulamasi karacigerde hiicresel dejenerasyon, inflamasyon ve
nekroz olusumunu arttirmistir. Ayrica preneoplastik fokus olusumuna neden olmustur.
[Au(dppz)CI2]Cl kompleksinin uygulandigr grup V’te grup IV’e gore, nekroz, hiicresel

dejenerasyon ve inflamasyon histopatoljik bulgular1 agisindan azalma belirlenmigtir.

[Au(dppz)CI2]Cl kompleksinin apoptozu indiikleme mekanizmasi {izerine
etkilerini arastiran in-vivo hayvan modelleri ve in-vitro hiicre modelleri ile yapilacak

ileri molekiiler caligsmalarin yararli olacag: goriistindeyiz.
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