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OZET

Subkronik p-dimetilaminoazobenzen (DAB) ve 2,3,7,8, tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD) vererek deneysel kanser modeli olusturmayr hedefledigimiz
calismamizda, antiproliferatif ve apoptotik 6zelliklere sahip inositol 6 fosfat (IP6) ile
retinil asetat (RA)’in karaciger dokusundaki koruyucu rollerini degerlendirdik.
Calismamizda Spraque dawley erkek sicanlar her grupta 30 adet olacak sekilde 6 gruba
ayrildi. Kontrol hayvanlari (grup 1 ve 2) standart laboratuvar diyeti ile beslendiler. Grup
2’ye diyetin yani sira gavajla misir yagi (0,25 mL/100 g viicut agirligi, haftada 5 giin)
da verildi. Grup 3’teki hayvanlara yemleriyle DAB (%0,06) ve gavajla TCDD (70
ng/100 g viicut agirligl, haftada 1 giin) verildi. DAB + TCDD verilen diger ii¢ grup
sirayla IP6 (%0,5, icme suyunda), RA (1 mg/100 g viicut agirligi, haftada 5 giin) ve IP6
+ RA aldi. Tim maddeler baslandiktan sonra 15., 30., 60., 90. ve 120. giinlerde her
gruptan 6 siganin kan ve doku Ornekleri alindi. Serumda ALT, AST, ALP, LDH;
plazmada VEGF, MMP-2; karacigerde MDA, Sitokrom ¢, DNA Fragmantasyonu
olgtildii. CYP1A1 western blot ile belirlendi. Karaciger dokular1 histopatolojik olarak
degerlendirildi. Grup 3’tin  90. ve 120. giin 6rneklerinde VEGF ve MMP-2 degerleri
artarken, Sitokrom ¢ ve DNA fragmantasyonu degerleri ile CYP1A1 enzim ekspresyonu
azalmisti. Yine grup 3’in 90. ve 120. giin 6rneklerinde preneoplastik fokus bulgusu
mevcuttu. Grup 4, 5 ve 6’da istatistiksel olarak preneoplastik fokusa rastlanmadi.
Karaciger kanser modeli olusturmak i¢in DAB’in baslatici (initiator) ve TCDD’nin
promotor olarak kullanildigi bu deneysel ¢alismada DAB + TCDD kombinasyonunun
karacigerde preneoplastik fokus olusumunu tetikledigi gosterildi. Bu siiregte 1P6 ve
RA’nin preneoplastik doniisiimii biiyiik oranda engelleyerek koruyucu rol oynadigi

belirlendi.

Anahtar Sozciikler: p-DAB, TCDD, IP6, Retinil Asetat, Karaciger, Preneoplastik
Fokus



SUMMARY

We evaluated the protective roles of antiproliferative and apoptotic substances
inositol hexaphosphate (IP6) and retinyl acetate (RA) on the liver tissue with an
experimental cancer model formed by subchronic administration of p-
dimethylaminoazobenzene (DAB) and 2,3,7,8, tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
Spraque dawley male rats were randomized into 6 group each consist of 30 rats. Control
animals (group 1 and 2) were fed a standard laboratory diet. Group 2 was received corn
oil (0,25 mL/100 g body weight, 5 days/week) by gavage along with diet. Group 3
animals was allowed DAB (0,06%) by food and TCDD (70 ng/100 g body weight, once
a week) by gavage. Three other groups of DAB + TCDD treated animals received IP6
(0,5%) in drinking water, RA (1 mg/100 g body weight, 5 days/week) and IP6 + RA,
respectively. After the beginning of the study, blood and tissue samples were taken from
6 rats /group by 15., 30., 60., 90., and 120. days. ALT, AST, ALP, LDH levels were
measured in serum; VEGF, MMP-2 in plasma; MDA, Cytochrome c¢, DNA
fragmentation in liver. CYP1A1 was determined by western blot. Liver tissues were
evaluated histopathologically. Plasma VEGF and MMP-2 levels were increased and
cytochrome ¢ and DNA fragmentation levels and expression of CYP1Al were
decreased in group 3 at 90., and 120. day samples. Preneoplastic foci were found at 90.,
and 120. day samples of group 3. In contrast there were no preneoplastic foci in group
4, 5, and 6 statistically. DAB + TCDD combination was shown to trigger preneoplastic
foci formation in this study which uses DAB as an initiator and TCDD as a promoter for
formation liver cancer model. IP6 and RA have protective roles in this process by

inhibiting preneoplastic transformation.

Keywords: p-DAB, TCDD, IP6, Retinyl Acetate, Liver, Preneoplastic Focus
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1. GIRIS VE AMAC

Teknolojinin hizli bir sekilde gelismesine paralel olarak cevre kirliligi de artis
gostermektedir ve cevre cesitli insan etkinlikleri sonucunda olusan atiklar, duman,
zehirli kimyasal maddeler ve Obiir zararli maddelerle siirekli kirlenmektedir.
Giiniimiizde binlerce kimyasal madde c¢esitli amaglar i¢in kullanilmakta ve bu say1 her
gecen yil artmaktadir. Modern yasamin vazgegilmez unsurlar1 olan kimyasal maddelerin
kullanim1 insan sagligi ve ¢evre icin pek cok risk tagimaktadir. Giiniimiizde ulasilan
teknolojinin sagladigi imkanlar ile bu riskler kabul edilebilir diizeylere indirilmektedir.
Gelistirilen uluslararasi kurallar, kimyasal kullaniminda insan saglig1 ve ¢evrenin zarar
gérmemesini hedeflemektedir. Ozellikle 1960'ardan sonra toksikoloji bilimindeki hizli
gelismenin  yanit sira kimyasal maddeler igin risk yonetimi uygulamalariin
gelistirilmesi, giivenli kimyasal kullanim1 olanagini getirmistir. Bugiin ilag, gida katk:
maddesi, kozmetik, tarim ilaci, endiistri kimyasali olarak kullanilan her kimyasalin
insan saglig1 ve ¢evreye olan etkisi ayrintili olarak incelenmekte, insan saglig1 ve ¢evre

tizerinde kabul edilemez 6lgiide risk tasiyanlarin kullanimina izin verilmemektedir.

Kanser giiniimiizde Onemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu
durumundadir. Oliim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan

gelmektedir.

Kanser, bazi etkilerle degisime ugramis hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak
noktalarda kontrolsiiz olarak cogalip biiylimelerinin sonucu olusan habis hastaliklar
grubudur. Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore boliinerek
cogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6lim ya da apoptoz denen olay ile yok
olurken, diger taraftan da biiyiime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir. Hiicrelerin yasamasi
ve Olmesi arasinda siirdiiriillen bu denge bozuldugu zaman kanser olusabilmektedir.
Cesitli kimyasallar ve toksinler, asir1 alkol ve sigara tiiketimi, genetik faktorler,
hareketsiz yasam, obezite, radyasyon ve viriisler kanser olusturan baslica nedenler

olarak siralanabilir.



Tedavisi ve tanis1 bircok uzmanlik dallarinin igbirligini gerektiren, tedavisi giig
olan, erken tanmin 6nemli oldugu bu hastalik grubunun tani ve tedavisinde gelisen
teknoloji ve modern bilimsel yontemler yeni yaklasimlar sunmakta, erken tani ve tedavi
olanaklar1 ile insanliga hizmet etmektedir. Kanserde belki tedaviden daha 6nemli olan
husus kanserin 6nlenmesidir. Kanserin dnlenmesinde karsinojenik maddelerden uzak
durmak, temiz ve saglikli yasamak ve uygun bir diyet uygulamak gibi hususlara

uyulmasi kanser sikligini azaltabilmektedir.

Bazi kimyasallar hem deney hayvanlarinda hem de insanlarin giinliik
yasantilarinda karsilagmalarinin bir sonucu olarak hepatoseliiler karsinomay1 da i¢eren
kotiiciil (malignant) hepatik tiimorlere neden olabilirler. Bu kimyasallara vinil klorid,
aromatik aminler, nitrojen bilesikleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve alkilleyici
ajanlar ornek verilebilir. Hepatoseliiler kanserler diinya c¢apindaki yaygin tiimdrler

icinde dordiincii siray1 olugturmaktadir (98).

Azo bilesikleri kozmetik, yiyecek, deri, kagit ve tekstil endiistrilerini igeren birgok
endiistri alaninda yaygin olarak kullanilir (102). Azo boyasi p-dimetil aminoazobenzen
(p-DAB, methyl yellow) yiyeceklerde boya olarak kullanilan azo boyalarinin en basit
yapida olamdir ancak kemirgenlerdeki karsinojenik aktivitesinden dolayr p-DAB’in
kullanimi artik yasaklanmistir (46, 112, 163). p-DAB, IARC (International Agency for
Research on Cancer) tarafindan Grup-2B kanserojen olarak degerlendirilmektedir (83)
ve insanlar igin risk tasiyan tehlikeli bir madde (2, 69,75,157) olarak listelenmistir. Fare
ve sicanlar p-DAB’1 besinleriyle kronik olarak aldiklari zaman bu hayvanlarin
karacigerlerinde p-DAB’a bagl karsinojenik etkilerin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (84,
121).

TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) polihalojenli aromatik
hidrokarbonlarin en etkili iyesidir (139) . Insanlar i¢in en toksik maddelerden biridir ve
ayni zamanda cevrede hayli yaygindir. Volkanik patlamalar, orman yanginlari ve
yakilan ¢oplerle, klorlama siireglerinde ve belirli plastiklerin {iretiminde dogal olarak

olusmaktadir (81). TCDD’ye maruz kalan insanlarda ve deney hayvanlarinda genis



yelpazede toksisite ve biyokimyasal degisiklikler goriiliir (12). TCDD her iki cins
kemirgen i¢in ¢ok konumlu (multi-site) bir kanserojendir (79), bununla birlikte direkt
olarak genotoksik degildir (95). Iki basamakli karsinogenez modellerinde TCDD,

kemirgen deri ve karacigerinde etkili bir timor promotoridiir (137, 140).

Inositol alt1 fosfat (IP6), fitik asit olarak da bilinir, dogal gidalarin énemli bir
bileseni olup yiiksek lif iceren gidalarda bol miktarda bulunur. Tahillarin ¢ogu,
baklagiller, kabuklu yemisler, yagh tohumlar ve soya %0,5 ile %6,4 veya daha fazla
miktarda IP6 igerirler (153). Inositol alt1 fosfat hemen hemen tiim bitki ve memeli
hiicrelerinde ImM ile 10 mM arasindaki konsantrasyonlarda bulunur ve hem in vivo
hem de in vitro ¢aligmalarda anti kanser fonksiyona sahip oldugu gosterilmistir (153,
179). Yaklasik 30 yildir yapilan arastirmalar IP6’nin farkli kanser modellerinde genis
bir spektrumda antineoplastik aktivite gosterdigine isaret etmektedir (42, 152). IP6
kolon, prostat, karaciger ve meme gibi ¢esitli insan kanser hiicre serilerinde hiicre
farklilasmasini indiikleyerek tiimor gelisimini inhibe etmektedir (152). IP6 hem insan
hem de kemirgenlerin gastrointestinal sisteminden iyi emilmektedir ve uygulama
sonrasi herhangi bir toksik etki rapor edilmemistir (50, 153, 154, 179). In vivo ve in
vitro c¢alismalar karaciger, akciger, prostat ve diger sistemlerde koruyucu etkileri

oldugunu gostermistir (55).

Retinil asetat, vitamin A ailesinin ana bilesigi olan retinoliin besinlerde bulunan
esterlenmis formlaridan biridir (52,76). Vitamin A biiylime ve gelisme i¢in gereklidir.
Eksikliginde viicut agirligindaki artis dururken besin alimi da azalir (63). Siganlarda
TCDD maruziyetinin sonucunda hepatik vitamin A igerigi azalmaktadir (40).
Retinoid’lerin onemli kemopreventif ajanlardan biri oldugu klinik denemelerde
gosterilmistir (66, 67, 104). Son yirmi yildir yapilan ¢aligmalar vitamin A ve kanser
gelisimi arasinda giiglii bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Deney hayvanlarinda
vitamin A eksikligi kimyasal kanserojenlere karsi artmis duyarlilikla ve daha yiiksek
kanser orani ile iligkilidir (114). Ayrica epidemiyolojik c¢alismalar diyetlerinde daha
diisiik vitamin A alan bireylerde kanser gelisme riskinin daha yiiksek oldugunu isaret

etmektedir (66). Bu gozlemler fizyolojik retinoid seviyelerinin premalignant ve



malignant  lezyonlarin  gelisimine karst  organizmayr korudugu hipotezini
desteklemektedir. Karsinogenezin deneysel modelleri, karsinojenik ajanlara maruz
kalan hayvanlarda deri, oral kavite, akciger, meme, prostat, mesane, karaciger ve
pankreas kanserlerinin  gelisiminin  Onlenmesinde retinoid’lerin ~ farmakolojik

seviyelerinin etkisini gostermistir (114).

Bu c¢alismada amacimiz yaygin ¢evresel kirleticiler olan p-DAB (baslatici,
initiator) ve TCDD (promoter)’yi subkronik olarak verip bir deneysel kanser modeli
olusturmak, deney hayvanlarindan kan ve doku o6rneklerini calisma siiresince 5 kez,
belirli zaman araliklariyla alarak p-DAB -TCDD kombinasyonunun karaciger
dokusunda zaman ve doza bagl etkilerini ortaya koymak ve bu siliregte bazi
biyokimyasal parametrelerde, MMP2, VEGF, sitokrom ¢, DNA fragmantasyonu ve
CYPIA1 protein ekspresyonunda degisiklik olup olmadigini belirleyerek, anti-
proliferatif ve apoptotik etkilere sahip retinil asetat (RA) ile inositol-6-fosfatin bu

parametreler tizerindeki etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Insanlar siklikla diyetsel, cevresel, terepatik ya da mesleki nedenlerle yabanci
maddelere maruz kalirlar. Sindirim ve solunum sistemi ya da deri yoluyla alinan bu
maddelerin bir kism1 dogal kaynaklardan gelebildigi gibi bir kismi da sentetik olarak
insanlar tarafindan iiretilmis olanlardir. Bazisi toksik olan bu yabanci maddelere karsi
organizma, savunma mekanizmalari gelistirmistir ve bu maddeleri biyotransformasyon

yoluyla inaktif hale getirecek etkili mekanizmalara sahiptir (96).

2.1. Biyotransformasyon ve Sitokrom P450 Reaksiyonlari:

Biyotransformasyon esas olarak karacigerde gerceklesir. Karacigerde bol
miktarda bulunan sitokrom P450 (CYP450) ailesine iiye enzimler, ilaglar, kanserojenler
ve c¢evresel toksikantlarin yami sira endojen kaynakli steroid hormonlarin

biyotransformasyonunda énemli role sahiptirler (29, 30, 54).

Viicut i¢in yabanci olan ve ksenobiyotik olarak adlandirilan bu maddelerin
metabolizmalarinin iki fazda gergeklestigi kabul edilmektedir. Faz 1 reaksiyonlarinda
hidroksilasyon ana reaksiyondur ve Sitokrom P450’ler ya da monooksijenazlar denilen
enzim ailesinin {iyeleri tarafindan katalizlenir. Hidroksilasyona ek olarak bu enzimler
deaminasyon, dehalojenasyon, desiilfiirasyon, epoksidasyon, peroksijenasyon ve
rediiksiyonu iceren genis bir dizi reaksiyonu da katalizlerler (Sekil 2.1). Faz I’de
hidroksillenen ya da firetilen diger bilesikler faz II’ de 6zgiil enzimler tarafindan
glukronik asit, siilfat, asetat, glutatyon ya da belli aminoasitlerle konjugasyon veya
metilasyonla ¢esitli polar metabolitlere doniistiiriiliir. Ksenobiyotik metabolizmasinin
bu iki fazinin da amaci suda ¢Oziinebilirligi arttirmak ve bdylece viicuttan atilimi
kolaylastirmaktir. Hidrofobik 6zelligi ¢ok olan ksenobiyotikler daha fazla polar forma
dontistiiriilemiyorsa yag dokuda kalict olarak birikebilirler. Bazen ksenobiyotikler faz I

reaksiyonlar1 sirasinda inaktif formdan biyolojik olarak aktif formlara doniisebilir. Bu



durumda s6z konusu olan orijinal ksenobiyotik “prodrug” ya da “prokarsinojen” olarak
tanimlanir. Diger durumda ksenobiyotik faz I reaksiyonlari ile konjugasyon oOncesi
inaktif veya daha az aktif formlara donistiiriiliir. Konjugasyonla daha az aktif ya da
inaktif hale doniistiiriilen faz I reaksiyonlarinin iiriinii idrar ya da safra yoluyla viicuttan
uzaklastirilir. Bazi durumlarda ise konjugasyon ksenobiyotigin biyolojik aktivitesini

arttirabilir (116).

— Sitokrom P450-bagmmh monooksijenazlar: reaksivonlar
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Sekil 2.1. Sitokrom P450-bagimli monooksijenaz reaksiyonlar1 [Koolman, J., Roehm, K.H., 2005,
Color Atlas of Biochemistry,Second edition, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, pp 318-320’den
modifiye edilmistir (96)].

Bir monooksijenaz (Sitokrom P450) tarafindan katalizlenen reaksiyonun genel

formiilii soyledir:

RH + O, + NADPH + H* — R — OH + H,0 + NADP*

Formiilde RH, ilag¢, kanserojen, petrol iiriinii, ¢evresel kirletici, pestisid gibi bir
ksenobiyotigi veya endojen kaynakli bazi steroid, eikozanoid, yag asitleri ve retinoidleri
temsil etmektedir. Substratlar genellikle lipofiliktir ve hidroksilasyonla daha hidrofilik
hale gevrilir (116).



Karma fonksiyonlu oksidazlar olarak da isimlendirilen Sitokrom P450 sistemi bu
isme uygun olarak bir oksijen molekiiliinden bir oksijen atomunu substrata aktarirken

diger oksijen atomu da su molekiilii seklinde serbest kalir (116).

Rediikte Sitokrom P450— Okside Sitokrom P450
RH + O, - R—OH + H,0O

Endoplazmik retikulumdaki baslica monooksijenaz i¢in kullanilan bu Sitokrom
P450 ismi hazirlanan mikrozomal soliisyon kimyasal rediiksiyon sonrasi
karbonmonoksit gazina maruz birakildigi zaman 450 nm’de belirgin bir pik gosterdigi

icin verilmistir (116).

Sitokrom P450’ler hemoproteinlerdir ve karaciger ile bagirsaklarda en ¢cok olmak
tizere olasilikla tiim dokularda bulunurlar. Diiz endoplazmik retikulumun
membranlarinda (mikrozomal fraksiyon) yerlesmislerdir. Ek olarak bdbrek iistiinde
mitokondrilerde bulunur ve kolesterol ve steroid biyosentezlerinde énemli rol alirlar.
Mitokondriyal Sitokrom P450 sistemi mikrozomal sistemden farklidir ve NADPH bagh
bir flavoprotein, adrenodoksin rediiktaz ve non-hem demir-siilfiir proteini, adrenodoksin
kullanir. Sitokrom P450’nin yaklasik 150 civarinda izoformu bulunmustur ve insan
karacigerinde endoplazmik retikulumda en az 6 izoformu bulunmaktadir. Sitokrom
P450 izoformlarinin ¢ogu indiiklenebilme 0zelligine sahiptir. Bu 06zellik klinik

uygulamalar i¢in olduk¢a dnemlidir (116).

Baz1 Sitokrom P450’ler katalitik aktivitesi diisiik polimorfik form (genetik
izoform)’lar gosterirler. Bu durum bireyler arasinda goriilen ilag cevabindaki

varyasyonlar1 agiklamak i¢in onemlidir (116).



Sitokrom P450 bagh monooksijenaz reaksiyonlari:

Sitokrom P450°nin katalizledigi reaksiyonda molekiiler oksijenden bir oksijen

atomu substrata aktarilirken, diger oksijen atomu bir su molekiilii olarak salinir.

Reaksiyonlar:

1. Dinlenme durumunda hem grubunun demiri +3 degerliklidir ve

ilk olarak substrat hem grubunun yanina baglanir

2. FADH,’den bir elektronun transferi demiri +2 degerlige indirger

ve oksijen molekiiliiniin baglanabilecegi form olusur.

3. Ikinci bir elektronun transferi ve demirin valansindaki (degerlik)

bir degisim peroksit olarak bagl oksijeni indirger.

4. Bir hidroksil iyonu bu ara formdan ayrilir ve bir proton alarak bir
su molekiilii ve oksijenin reaktif formu olusur. Buradaki ferril radikalinde demir

bigimsel olarak dort degerliklidir.

5. Aktive oksijen, substrattaki C-H bagi i¢ine girerek bir OH grubu
olusur.
6. Uriiniin ayrilmasi ile enzim baslangi¢ durumuna déner (Sekil 2.2)

(96).
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Sekil 2.2. Monooksijenaz Reaksiyon Mekanizmasi [Koolman, J., Roehm, K.H., 2005, Color Atlas

of Biochemistry,Second edition, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, pp 318-320’den modifiye
edilmistir (96)].

2.2. Biyotransformasyonda Aril Hidrokarbon Reseptoriiniin Rolii

Halojenli aromatik hidrokarbon (HAH)’ lara ve polisiklik aromatik hidrokarbon
(PAH)’ lara maruziyet hem insanlar hem de hayvanlarda yaygin toksik ve karsinojenik

yanitla sonuglanir. Bu maruziyetin etkilerinin biiyilk kismmin Aril Hidrokarbon
Reseptorii (AhR) araciligiyla oldugu kabul edilmektedir (58).



AhR, Dioksin reseptorii olarak da bilinir ve pek ¢ok bilesigin toksisitesine aracilik
eden bir transkripsiyon faktoriidiir (48,138). Aril hidrokarbon reseptorii DNA-baglama

proteinlerinin “basic helix-loop-helix” siiper ailesinin bir tiyesidir (147).

AhR sitozolik bir ligandla baglandiginda niikleusa girer ve Aril Hidrokarbon
Reseptorii Niikleer Translokator (ARNT) ile kompleks olusturur. AhR/ARNT
heterodimeri faz I ve faz II ila¢ metabolize eden bir kisim enzimi kodlayan genlerin
diizenleyici kisimlarinda bulunan 6zgiill DNA bolgelerine baglanir ve bu genlerin

transkripsiyonunu aktive eder (Sekil 2.3) (58).
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Sekil 2.3. AHR yolagi [www.helsinki.fi/science/dentenv/dioxin’den modifiye edilmistir (185)].

Aktive olan bu genlere Ozellikle ksenobiyotik metabolizmasinda etkili rol

oynayan CYP1A1, CYP1A2 ornek verilebilir (99, 169).
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AhR’nin TCDD ve Benzo[a]pren (BaP) gibi eksojen ligandlara maruziyeti ¢oklu
sinyal yolagiin aktivasyonuna neden olabilir. Her ne kadar 6zgiil bir sinyal yolagi
tizerine etkileri bu toksik ajanlarla ilgili olsa da bununla ilgili mekanizmalar karakterize
edilmemistir. Eldeki bilgiler ligand-aktiveli AhR ile sinyal transdiiksiyon olaylarinin
etkilesiminin ligandin toksisitesini artirdigini gosterse de ajan, sinyal mekanizmasi ve

toksik sonug arasindaki baglanti zayif kalmaktadir (18, 22).

2.3. p-dimetilaminoazobenzen (p-DAB) ve 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioxin
(TCDDY’in Tiimor Olusumundaki Rolii

2.3.1. p-DAB ve tiimor olusumundaki rolii

Azo bilesikleri kozmetik, yiyecek, deri, kagit ve tekstil endiistrilerini igeren bir¢ok
endiistri alaninda yaygin olarak kullanilir (88). Bu azo boyalarinin en basit yapilis1 olan
4-dimethylaminoazobenzene (p-DAB), bazi enddistriyel kimyasallarin
renklendirilmesinde kullanilmasimin (72) yani sira yiyeceklerde boya maddesi olarak

da kullanilmaktadir (88).

p-DAB azot kopriisiiyle baglanmis iki benzen halkasi icerir (Sekil 2.4). Sar1 renkli
kat1 kristal yapidadir ve suda ¢oziinmez. Piridin, benzen, kuvvetli mineral asitler ve

yaglarda ¢oziinebilir dzelliktedir (72).

CH,

/

N=N N

\

CH;

Sekil 2.4. p-DAB’1n kimyasal yapis1 (103)
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Aminoazo boyalar1 biyokimyasal N-oksidasyona ugrayan ve reaktif elektrofillere

doniistimii kolaylastiran ekzosilik amino gruplarina sahiptirler (127).

Azo bilesiklerinin bazilar1 DNA ile kovalent olarak etkilesebilen olduk¢a reaktif

metabolik aracilar1 vasitasiyla karsinojenite gosterirler ve mutasyonlara sebep olurlar

(88).

Kimyasal karsinogenezin baslangict siklikla hedef dokulardaki metabolik
aktivasyonu gerektirir (143). Azo boyalarinin ¢ogu i¢in ana metabolik yolak rediiktif
boliinmedir ve olay ya toksik aktivasyona ya da detoksikasyon ve ekskresyona ilerler
(103). p-DAB (N,N-dimethyl-4-aminoazobenzen) metabolizmasinin ilk fazi 6zgiil
CYP450 tarafindan gergeklestirilir ve N-demetilasyon, ring-hidroksilasyon, N-
hidroksilasyon ve azorediiksiyonu igerir. 4’-pozisyonundaki ring-hidroksilasyon, DAB
metabolizmasinin ana yolagidir ve olusan iriin 4’-hidroksi-DAB, glukronid ya da

siilfatla konjuge edilerek safraya atilir (143).

Asagida mikrozomal CYP450 tarafindan metabolize edilen p-DAB’in
metabolitlerine 6rnekler verilmistir (Sekil 2.5) (103).
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Sekil 2.5. p-DAB’1n metabolitlerinden bazilar1 (103).
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Asagida p-DAB’mn N-hidroksilasyona ugradiktan sonra asetillenmesi sematize

edilmistir (Sekil 2.6). Asetillenen metabolit DNA katimi olusturarak karsinojenite

gostermektedir (71).
Q CYP450 @ Asetiltransferaz Q Q

ne” N SN Lt N s
. C e o = | - [Dxa]

p-DAB Karsinojen dzellige cry

Prokarsinojen yakm metabolit Karsinojen metabolit DNA katimi (adduct)

Sekil 2.6. p-DAB’1n metabolik aktivasyonu
[http://pharmacology.medicine.dal.ca/undergraduate/courses.cfm.’den modifiye edilmistir (71)].

Karaciger mikrozom sitokrom P450 tarafindan N-demetilasyona ugrayan p-DAB,
N-hidroksilasyon ve esterifikasyon basamaklarindan gectiginde siilfotransferaz
tarafindan katalize edilen tepkimeyle olusan esterifiye metabolit, son par¢alanma {iriinii

olarak kabul edilir ve DNA, RNA ve proteine kovalent olarak baglanir (91).

p-DAB, N-demetilasyonla metilaminobenzen (MAB)’e metabolize edilebilir daha
sonra MAB, demetilasyonla aminoazobenzen (AAB)’e ya da N-hidroksi-N-metil-4-
aminoazobenzen (NOH-AAB)’e metabolize edilebilir (10). AAB olusmasi durumunda
metabolik aktivasyon mikrozomal P450 sistemiyle dogruca N-hidroksilasyona
ilerleyebilir. AAB’in N-hidroksilasyonu c¢ogu durumda CYPIA ailesi tarafindan
katalizlenmektedir (92, 190).
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Genellikle DNA ile p-DAB’m metabolitleri arasindaki kovalent baglanmanin
baslica karsinojenik faktor oldugu kabul edilir (127).

Diyet i¢inde oral olarak verildigi zaman p-DAB’in sicanlarda karaciger
tiimorlerini indiikledigi bildirilmistir (82). Fare ve sicanlar p-DAB’1 besinleriyle kronik
olarak aldiklar1 zaman bu hayvanlarin karacigerlerinde p-DAB’a bagl karsinojenik
etkilerin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Ratlarda p-DAB’n yiiksek dozlar1 (50-250 mg/kg
viicut agirligi) 24 saat icerisinde hepatik dejenerasyona neden olmaktadir ve bunu portal
alan etrafindaki parankimal hiicrelerin fokal dejenerasyonu izlemektedir. Ancak hepatik
timorler indiikklenmek istendiginde pek c¢ok arastirmact p-DAB’1 besinle %0,05-0,06
oraninda ve kronik olarak vermistir (16). p-DAB, IARC (International Agency for
Research on Cancer) tarafindan insanlar icin Grup 2B kanserojen olarak
siiflandirilmaktadir (83). Kemirgenlerdeki karsinojenik aktivitesinden dolayr p-

DAB’1n yiyeceklerde katki maddesi olarak kullanim1 yasaklanmistir (88).

2.3.1.1. p-DAB’a bagl oksidatif hasarin tiimor olusumuna etkisi

Mikrozomal hepatik fraksiyon aracilifiyla p-DAB’in metabolizasyonu reaktif
elektrofiller (127) ve serbest radikaller olusturur (21). Bu serbest radikaller daha sonra
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturur. ROS, hiicrelerin neoplastik gelisiminin
baslamasi1 ve ilerlemesinde muhtemelen 6nemli rol oynayan hiicresel komponentler ile
etkilesir ve hepatotoksisite olusumuna neden olur. ROS lipidler, DNA ve proteinler ile

etkileserek kanserojenik katim (adduct)’larin olusumuna yol acar (117).

Serbest radikallerin unsatiire lipidlere atagi lipid peroksidasyon siirecini baglatir.
Lipid peroksidasyonu ise lipid, alkol, aldehit ve malondialdehit gibi iirlinler haline
lipidlerin yikimiyla sonuglanir (89). Oksidatif hasar selektif hiicre 6liimii ve hiicre
proliferasyonunda kompensatuvar artisa neden olur. Bu wuyar1 yeni mutasyon

olusumuyla sonug¢lanan tamir edilmemis DNA hasarini ilerletir (93).
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2.3.2. TCDD ve tiimor olusumundaki rolii

TCDD, 2, 3, 7 ve 8. pozisyonlarda klor i¢eren dioksinlerden (184) ve cevresel
kirleticilerin en toksik olanlarindan biridir (Sekil 2.7). Dioksinler, lipofilik 6zelligi,
stabilitesi ve biyodegradasyona direnci nedeniyle besin zincirinde birikirler hatta anne
siitinde bile mevcutturlar. Cesitli ¢aligmalar bu bilesiklerin katildigr genel etki
mekanizmalarin1 meydana ¢ikarmistir. TCDD, CYP1A nin indiiksiyonundan, iireme ile
ilgili ve gelisimsel defektler, immiinotoksisite, timus atrofisi, epitelyal bozukluklar,
karaciger hasari, wasting sendromu ve kansere kadar genis yelpazede cesitli biyolojik

cevaplari uyarir (172).

Cl 0 c1

Sekil 2.7. TCDD’nin molekiiler yapist (184).

Insanlarm TCDD’ye maruziyetinin biilyiik kismi diyet vasitasiyla olmaktadir.
Deneysel olarak ise yagda ¢oziinmiis olarak gavaj ya da diyetle kullanimlar1 yaygindir.
Kontamine ortamlarda havadaki toz, toprak ve kiil partikiilleri ile solunum yoluyla da
alinmaktadir. Oral alimdan sonra %80 civarinda gastrointestinal sistemden
emilmektedir. Dominant olarak silomikronlar araciligiyla lenfatik yoldan dolasima
aktarilir. Hiicre zarlar1 ve dokulara biiyiik ihtimalle pasif difiizyonla dagilir. Kandan
uzaklagtirilmasi hizlidir ve alimdan 1 saat kadar sonra karaciger, kas, deri, adipoz doku
ve diger dokularda dagilmis durumdadirlar. Bunu karaciger ve adipoz dokuda yeniden
dagilimlar1 (redistribution) izler ki bu dokularda maruziyetten giinler sonra bile doku

konsantrasyonlar1 artis géstermektedir (184).
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TCDD’nin yarilanma omrii sigan ve hamsterlarda 12-24 giin kadardir. Goniillii

insanlarla yapilan ¢aligsmalarda ise bu siire 5.8 - 9.7 y1l arasinda degismektedir (38).

Dioksinlerin  metabolize  edilmeleri  genellikle zordur ve karaciger
mikrozomlarinda ilag-metabolize eden enzimler tarafindan polar maddelere metabolize
edilmeleri de yavastir. Hidroksilli metabolitleri ve siilfiir igeren metabolitleri
belirlenmistir ve metabolitlerin ¢ogu konjuge edilmis ve idrar ya da safraya
salgilanmigtir. ~ Triklorodihidroksidibenzo-p-dioksin ~ ve tetraklorodihidroksidifenil

eter’in TCDD’nin sigan safrasindaki major metabolitleri oldugu belirlenmistir (184).

TCDD ya da metabolitleri ile protein ve niikleik asitler arasinda neredeyse hig

kovalent baglanma bulunamamistir (38).

IARC tarafindan grup 2B karsinojen olarak smiflanmaktadir. TCDD’nin
kanserojenitesi ile ilgili kanitlarin deneysel hayvanlarda yeterli oldugu ancak insanlar
i¢cin bu kanitlarin siirl oldugu diisiiniilmektedir. TCDD’nin sigan, fare ve hamsterlarla
yapilan calismalarda her iki cinsiyet icin de ¢ok konumlu (multisite) bir kanserojen
oldugu bulunmustur. Bazi bildiriler aksini gosterse de TCDD’nin DNA ile etkilesmedigi
ve direkt genotoksik olmadigi diisiiniilmektedir. iki basamakli baslatma-arttirma
(initiation-promotion) modellerinde TCDD’nin  baglatma  ozelligi yok  gibi
goriinmektedir, bununla beraber TCDD sican ve farelerin akciger ve karacigerlerinde
potent bir tiimor promotdr’iidiir. TCDD’nin indiikledigi karsinogenezin mekanizmasi
tam olarak anlagilamamistir. Direkt genotoksisitenin yoklugunda cesitli muhtemel
mekanizmalar ileri siiriilmektedir. TCDD’nin 6zgiil olarak AhR’ ye baglanmasi ve es
zamanl olarak gen ekspresyonunun indiiksiyonu TCDD’nin ¢esitli toksik etkilerinin
ortaya c¢ikmasinda Onemli role sahiptir. AhR’nin aktivasyonu TCDD’nin
kanserojenitesiyle ilgili olabilir fakat karsinogenezin farkli evrelerindeki roliiniin

detaylar1 acik degildir (172).

Kemirgen hiicre serilerinin TCDD’ye ¢oklu maruziyeti hiicresel membranlardaki

protein kinaz C seviyeleri ve aktivitesinde hizli bir artisla sonuglanir (17, 18, 22).
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TCDD, o&zellikle EGFR ile ilgili tirozin kinazlar1 aktive eder (108). TCDD, EGFR
ligand1 olmadig1 halde (150) AhR ve EGFR sinyali arasindaki ¢apraz baglanti TCDD
indiikli gelisimsel toksisite (131) ve hepatokanserojenite (149) i¢in Onemli gibi
gozikkmektedir. Ayrica MAPK (mitojen aktiveli protein kinaz) yolaginda TCDD
muhtemelen EGFR adaptér kompleksinden reseptdr ve non reseptdr fosfotirozin kinaz

lRA

sinyallerinin iletisinin sonucu olarak kiigik GTPaz p21~*° i¢in gen kodlayan HRAS n

ekspresyonunu aktive eder (37).

Mikroarray deneylerinde kullanilan insan hepatoma hiicreleriyle yapilan gen
ekspresyon analizleri TCDD tarafindan RAS MAP kinaz yolagmin aktivasyonunu
dogrulamaktadir (142).

2.3.2.1. TCDD’ye bagh oksidatif hasarin tiimér olusumuna etkisi

TCDD’ye akut, yiiksek doz maruziyetin laboratuar hayvanlarinda reaktif oksijen
tiirlerinin Uretimini, lipid peroksidasyonunu, DNA hasarini indiikledigi ve membran
akigkanligini azalttigin1 gosteren caligmalarin yanit sira TCDD’nin diisiik dozlarda
subkronik uygulanimmin da fare beyninde oksidatif stresi indiikledigi, lipid

peroksidasyonunu ve DNA hasarini arttirdigini gésteren caligmalar mevcuttur (61).

Oksidatif stres, kimyasal kanserojenezin baglatma (initiation), arttirma
(promotion) ve ilerleme (progression) safhalarinda farkli mekanizmalar yoluyla etkili
olur. Promotion mekanizmasi sinyal transdiiksiyon yollarindaki karigiklik sayesinde
primer olarak gen ekspresyonu iizerine bir etki olarak tanimlanir. Bu ylizden TCDD’nin
promotional etkisi oksidatif strese bagli olabilir, ¢linkii oksidatif stres pek ¢ok sinyal
yolunu etkileyebilmektedir. Etkilenmis sinyal yollarina 8-oxoG olusumundan ileri gelen
hipometilasyon, lipid ve proteinlerin oksidatif hasarinin sonucu olarak membran yap1 ve
fonksiyonunun degismesiyle hiicre i¢i kalsiyum birikimi, protein oksidasyonu ve
kalsiyum tarafindan baslatilan protein kinaz C aktivasyonu, membran oksidasyonu ve

protein kinaz C tarafindan hiicrelerarasi iletisim gecit kavsaklarmin (gap junctionlar)
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inhibisyonu 6rnek verilebilir. Arttirma (promotion)’nin bir diger mekanizmasi, baglatma
(initiation)’ya ugrayan hiicrelerde ya DNA sentezindeki artis ya da apoptozda azalma
yoluyla spesifik gen ekspresyonunun artisidir. Oksidatif stres, c-mic, c-fos, c-jun veya

p53 gibi DNA sentezini ya da apoptozu diizenleyen genleri aktive edebilir (195).

Sitokrom P450 tarafindan substratin oksidasyonu ve Oynin 0" ‘ye

rediiksiyonunun ROS iireten bir mekanizma oldugu bildirilmistir. O,*" ,kendiliginden
dismutasyona ugrayabilir ve hidrojen peroksit olusabilir ve ortamda gecis metalleri
bulunuyorsa hidroksil radikalleri de olusabilecektir. Bu yiizden ksenobiyotiklerin

biyotransformasyonu esnasinda hidroksil radikallerinin olusabilecegi Onerilmektedir

(195).

TCDD aynm1 zamanda ksantin oksidaz gibi bazi enzimleri aktive edebilmektedir.
Ksantin oksidaz, hipoksantinin ksantine oksidasyonunu, ksantininde {irik asite
oksidasyonunu katalizler ve bir oksidan olarak davranir. Ek olarak TCDD, ROS’ un
uzaklastirilmasinda gerekli olan glutatyon peroksidaz ve siiper oksit dismutaz gibi bazi

enzimleri etkileyebilir ve bu enzimlerin aktivitelerini azaltabilir (195).

2.4. p-DAB ve TCDD’nin CYP1A Enzim Sistemine Etkileri

Sitokrom P450 1Al ve 1A2, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ve
heterosiklik aromatik amin/amidlerin (HAA) oksijenasyonunu, amino azo boyalarin ise
demetilasyonunu katalizler. Karsinojenik PAH’larin ve HAA (prokarsinojen)’larin
oksijenasyonu arene oksit, diolepoksit ve diger elektrofilik reaktif tiirlerin olusumuna
yol agar. Bu reaktif tiirler de tiimor olusumu ve toksisiteye onciililk edecek DNA ve

protein katim (adduct)’larini olusturur (107).

CYP1A1 insanlarda karaciger dis1 dokularda diisiik seviyelerde eksprese edilse de

hem karaciger hem de karaciger dis1 dokularda oldukca indiiklenebilir 6zelliktedir.
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CYPI1A2 esas olarak karacigerde eksprese edilir ve indiiklenebilirdir. CYP1ALl ve
1A2’nin pek c¢ok kimyasal tarafindan hem mRNA hem de enzim seviyelerinin oldukc¢a
indiiklenebilir olmasi bu enzimlerin gbze c¢arpan davranigsal bir ozelligidir (107).
CYPIALI aktivitesinin indiiksiyonu, ligandla aktive edilen bir transkripsiyon faktorii
olan AhR araciligiyla gerceklesir. AhR’ye TCDD gibi halojenli hidrokarbonlar ve
benzopren gibi aril hidrokarbonlari iceren kanserojenler baglanir. Ligandla baglanan
reseptor, niikleusa transloke olur ve aril hidrokarbon niikleer translokatorii ile
heterodimer olusturur. Bu heterodimer birtakim genlerde bulunan ksenobiyotik yanit
eleman1 (xenobiotic-responsive elements, XRE) ile etkilesir. AhR’nin ligandlara
molekiiler cevabi ise CYP1A1 geninin indiiksiyonu seklindedir (105). TCDD ile temsil
edilen AhR’nin daha stabil ligandlar1 CYP1A indiiksiyonuna ek olarak AhR bagiml1 bir
yolla hayvanlarda genis Olclide yan etkilere sebep olabilirler. TCDD’nin toksik
etkilerinin mekanizmas1 heniiz pek anlagilamamistir. TCDD, CYPIA’nin zayif bir
substratidir ve reaktif aracilar olusturmaz. CYPIA indiiksiyonu ve TCDD toksisitesi

arasindaki iliski tartismal1 bir konu olarak kalmaktadir (107).

CYPIA’nin kimyasal karsinogenez ve toksisitedeki onemli rolii, CYP1A’ nin
indiiksiyonunun kesfinden beri kanser arastirmalarinda, ila¢ gelistirme, toksikoloji, gida

giivenligi, ¢evre ve is sagligi konularinda merkezi bir konumda ilgi ¢cekmektedir (107).

p-DAB, CYPIA ailesinin indiiksiyonunu saglayarak AhR aracili gen
ekspresyonunu degistirebilir ancak AhR ligandi olarak 1liml1 bir 6zellige sahiptir (88).

2.5. p-DAB ve TCDD’nin VEGF’ye Etkileri

Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF), orijinal olarak tiimorden
salgilanan protein olarak kesfedilmisti. Vaskiiler permeabilite faktorii olarak ve/veya
endotelyal biliylime faktorii olarak islev gdrmesi nedeniyle tiimor biyolojisinde en

azindan iki yolla 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir. Potent permeabilite faktorii
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olarak VEGF, anjiyogenez sirasinda hiicre gogili i¢in substratum olarak hareket eden
fibrin aginin olusumunu ydnlendirecek plazma fibrinojeninin ekstravazasyonunu
diizenler. Endoteliyal biliylime faktorii olarak VEGF, endotel hiicre proliferasyonunu
uyarir ve muhtemelen de yeni kan damar1 olusumunu indiikler. Park ve arkadaslar,
farkli asamadaki hepatoseliiler displastik nodiilleri ve hepatoseliiler karsinoma’l
patolojik Ornekleri kullanarak VEGF ekspresyonu ve anjiyogenezi degerlendirdikleri
calismalarinda displastik nodiillerin preneoplastik lezyonlarinda VEGF ekspresyonu ve
anjiyogenezin arttigimni belirlemisler ve VEGF ekspresyonu ile anjiyogenezin
derecesinin ¢ok basamakli hepatokarsinogenezin ilerlemesi (progression) ile kademeli
sekilde arttigini bildirmiglerdir. Bu bulgular, ¢ok basamakli hepatokarsinogenezin erken
sathalarinda karsinojen dokunun anjijogenezinde VEGF’nin 6nemli rolii oldugunu
gostermektedir. VEGF’nin hem hepatositler hem de hepatoseliiller karsinoma
hiicrelerinde eksprese edildigi ve salgilandigi, endotel hiicreler lizerine miiteakip olarak
etki ettigi gosterilmistir. VEGF’nin ekspresyonunun infiltre olan inflamatuar
hiicrelerden salinan inflamatuar sitokinler tarafindan diizenlendigi 6nerilmektedir. Aym

zamanda hipoksi de VEGF ekspresyonunu arttirici bir faktordiir (129).

Zeytun ve arkadaslari, TCDD’nin karacigerde VEGF ekspresyonunu belirgin
sekilde artirdigini bildirmislerdir (198).

2.6. p-DAB ve TCDD’nin Matriks Metalloproteinazlara Etkileri

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraseliiler matriks komponentlerini
degrade edebilen ¢inko bagimli endopeptidazlar ailesine aittirler ve malignansi ile agik
bir sekilde baglantilidirlar. Bu enzimler, tiimoér hiicre invazyonu, kan damari

penetrasyonu ve metastazla iliskilidir (89).

DAB’la indiiklenen hepatokarsinogenezde invazyon markerlar1 olan MMP-2 ve

MMP-9’1n ekspresyonlarinda artis oldugu belirlenmistir (118). Karsinojen olarak p-
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DAB ve fenobarbitalin kronik olarak verildigi siganlarda karaciger dokusunda

metalloproteinazlarin ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir (89).

Elde edilen kanitlar AhR sinyalinin matriks metabolizmasinda Ozellikle
MMP’lerin kapsadigi genlerin ekspresyonunu degistirdigini gostermektedir. MMP’ler
sadece yapisal proteinleri degrade etmez ayni zamanda kriptik bolgelerin aciga ¢ikisi,
biiyiime faktorlerinin salinimi ve reseptorlerin yarilmasi (cleavage) araciligryla hiicre
membrant ya da yakinindaki hiicre sinyalizasyonunda énemli aracilardir. TCDD, insan
melanoma hiicre serilerinde ve normal insan keratinositlerinde MMP’lerin
ekspresyonunu ve aktivitesini indiikler ve bu MMP ekspresyonu AhR sinyal yolagi
aracilifiyla olmaktadir. AhR’nin aracilik ettigi doku spesifik toksik cevaplarin ¢ogu
MMP aktivitesinden etkilenir. Ornegin karsinogenezin ii¢ safhasi (initiation, promotion
ve progression) kismen MMP’lerin etkileriyle diizenlenir. MMP’ler hem TCDD
maruziyetine AhR cevabinda hem de yapisal olarak iliskili bilesikler ve AhR yolaginin

endojen fonksiyonunda énemlidirler (64).

MMP aktivitesi anjiyogenezi hem artirabilir hem de baskilayabilir. Kisaca
MMP’ler hem ekstraseliiler matriksi degrade ederek hem de VEGF ve TGF-B gibi
anjiyogenik faktorlerin  ekstraseliiler ~matriksten salinmalarmi  kolaylastirarak
anjiyogenezisi arttirirlar. MMP’ler, ayn1 zamanda endostatin gibi ekstraseliiler matriks

bilesenlerinden kaynaklanan inhibitorler vasitasiyla anjiyogenezi inhibe edebilirler (64).

2.7. Apoptoz

Apoptoz bir hiicrenin programli 6liime yonlendirilmesiyle dogal olarak olusan bir
stiregtir. Bu siire¢ esnasinda hiicre morfolojisinde birtakim karakteristik degisiklikler
izlenir. Kromatin kiimelesmesi, DNA degradasyonu, hiicrede biizlilme, hiicre
cekirdeginin fragmantasyonu ve membranla cevrili apoptotik kesecikler haline

parcalanma apoptotik hiicre 6liimiiniin karakteristikleridir ve bir diger hiicre 6liim sekli
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olan nekrozdan belirgin sekilde farklidir. Apoptoz bir organizmaninin gelisimi ve
fonksiyonunun bir pargasi olarak genetik program temeline dayanir. Istenmeyen veya
gereksiz hiicrelerin yok edilmesine hizmet eder ve pek ¢ok dokuda aktive edilebilir bir
siirectir. Apoptoz, doku homeostazinda merkezi bir 6nem tasir. Ciinkii bir organ ya da
dokuda hiicre sayis1 sinirlt limitler i¢inde sabit tutulmalidir. Hiicre bolinmesi nedeniyle
meydana gelen hiicre sayisindaki artis yashi ya da daha fazla fonksiyonel olmayan
hiicrelerin eleminasyonu ile kompanse edilir. Eger apoptotik programda bir defekt
olusursa hiicrelerde patolojik artma ya da azalma goriilebilir. Hiicre sag kalim oraninda
artis goriilen hastaliklara kanserler ve otoimmiin hastaliklar 6rnek verilebilir. Artmisg
apoptozla ilgili hastaliklara ise AIDS ve norodejeneratif hastaliklar 6rnek olusturur.
Apoptoz gelisim ve farklilasma siirecinde Ozellikle embriyoda kaginilmaz bir role
sahiptir. Immiin sistemde baz1 durumlarda apoptotik programlar aktive edilir. Ornegin
sitotoksik T hiicreler tarafindan virlis enfekte hiicrelerin eleminasyonu, timusta
otoreaktif B ya da T hiicrelerin eleminasyonu bunlara 6rnek verilebilir. Apoptozun bir
diger fonksiyonu da hasarlanmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasidir. Hiicre hasar1 ya da

stres varliginda apoptotik program aktive edilebilmektedir (97).

Apoptoz, bir baslama evresi, bir isaret tlimlestirme evresi ve bir eylem evresi
olmak iizere lic genel evreye ayrilabilir. Apoptoz, Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) gibi
6lim almaglar1 lizerinden ya da gelisme hormonlarindan yoksun kalma gibi dis
isaret¢iler tarafindan baslatilabilecegi gibi mitokondri biitiinliigiinii bozan olaylarin yan1
sira onarilamayacak kadar hasarlanmis DNA tarafindan da baslatilabilir. Isaret
tiimlestirme evresinde ise bu pro-apoptotik isaretler, Bcl-2 ailesi tiyelerinin dahil
oldugu, cesitli yollar lizerinden gelen ve anti-apoptotik hiicre yasam isaretlerine karsi
dengelenir. Eylem evresi ise kaspazlar olarak tanimlanan proteazlar tarafindan yiiriitiiliir
(161).
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2.7.1. Kaspazlar

Pek ¢ok proteaz gibi kaspazlar da inaktif proenzimler halinde sentezlenen 30-50
kDa molekiil agirligina sahip efektér molekiillerdir ve proteolitik siirecle aktive
edilirler. Inaktif prokaspaz pro-domen, biiyiik alt birim ve kiiciik alt birim olmak iizere
tic ana bolgeden olusur. Aktif enzimin iki aktif bolgeli tetramer yapida oldugu
gosterilmistir. Otokatalitik ayrilmayla ya da diger kaspazlar tarafindan aktive edilirler
ve aspartik asit kalintisindan sonra proteinleri ayirirlar. N-terminal pro-domen atilir,
kalan iki parga iki aktif bolgeli tetrameri olusturacak olan aktif kaspaz yapisi igine

birlestirilir (97).

Yiiksek bolinme spesifiteleri kaspazlarin karakteristik 6zellikleridir. Kaspazlarin
cogunun boliinme spesifiteleri farklidir ve substrat olarak farkli proteinlere etki ederler.
Kaspazlarin aktivasyonu c¢ok siki kontrol edilmektedir. Hiicrenin normal halinde
kaspazlar inaktif halde bulunurlar ancak kii¢iik bir sinyalle ¢ok hizli ve yaygin olarak

aktive edilebilirler (97).

Apoptozdaki fonksiyonlar1 temel alindiginda kaspazlar iki sinifa boliiniirler:
Bagslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) ve efektor (eylemci) kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7)
(74).

Baslatic1 kaspazlar proapoptotik sinyali alir ve kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
baslatirlar. Aktivasyonlar1 ya transmembran bir reseptorle etkilesim (6liim almag yolu)
ya da sitotoksik etkilerle (mitokondrial tiimlestirme) olur ve apoptozom adi verilen bir
kompleks olusur (97, 161). Baslatici kaspazlar, eylemci kaspazlar1 aktive eder, bunlarda
hiicre yapismasina katilan protein kinazlari, cekirdek i¢ zarmin yiiziinii kaplayan
laminleri, hiicre catis1 i¢in gereken aktin ve diger proteinleri DNA onarim enzimlerini
parcalar. Bunlar endoniikleaz kaspaz-aktiveli DNaz’in inhibitor bir proteinini de yikar.

Cekirdek zarfinin yikilmasi ile diger endoniikleazlar da aktif hale gecer (161).
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Oliim almaclar1 aracili apoptozda bu almaglar hiicre dis1 domenlerde ligandlara,
hiicre i¢i domenlerinde adaptor proteinlere baglanir, bir trimer olusturur ve prokaspaz
8’in baglanacag1 bir iskelet yaparlar ve otokatalitik ayrilma ile kaspaz kaskadi aktive

edilir (Sekil 2.8) (161).

Apoptoz, gelisme faktoriiniin ortadan kalkmasi, hiicre orsentisi, bazi steroidlerin
salinmas1 ve hiicre kalsiyumunu diisiik diizeyde siirdiirememe gibi hiicre igi isaretler
tarafindan indiikte edildiginde ise mitokondriden sitokrom c salinimi olmaktadir.
Sitozole salinan sitokrom ¢ Apaf (pro-apoptotik proteaz aktive edici faktor)’a baglanir.
Apaf/sitokrom c karmasi, apoptozom adli aktif bir karmay1 yapmak iizere baslatici bir
kaspaz olan kaspaz 9’a baglanir. Apoptozom ise zimojen kirpilmasi yoluyla eylemci

kaspazlar1 aktive eder (Sekil 2.8) (161).
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Sekil 2.8. iki temel apoptotik yolak [www.nature.com/nri/journal/v2/n7/fig_tab/nri 846 F3.gif’den
modifiye edilmistir (186)].

2.7.2. Bcl-2 protein ailesi

Bcl-2 ailesi tiyeleri, bir hiicrenin apoptoza gitmesi gerekip gerekmedigine karar
vermek tizere apoptotik ve anti-apoptotik isaretleri tiimlestiren karar vericilerdir. Anti-
apoptotik Bcl-2 protein ailesine ait iiyelere, Bcl-2, Bel-xL, Bel-wL 6rnek verilebilir ve

bunlar en az iki yoldan 6lim isaretlerini antagonize eder. Bunlar, kanal olusturucu
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http://www.nature.com/nri/journal/v2/n7/fig_tab/nri%20846_F3.gif'den

apoptoz yandas1 faktorleri antagonize etmek icin dis mitokondri zarina sokulurlar ve bu
yolla sitokrom c salinmasini azaltirlar. Ayn1 zamanda sitoplazmik Apaf’a baglanarak da
apoptozom olusmasini engellemektedirler. Apoptotik Bcl-2 proteinlerden iyon kanali
olusturuculara Bax, Bak ve Bok Ornek teskil eder. BH3 sadece liyelere ise Bad, Bid ve
Bod/Bim 6rnektir. Iyon kanali olusturan iiyeler anti-apoptotik iiyelere benzerler ancak
Apaf i¢in baglanma bolgeleri bulunmaz. Mitokondri dis zarinda BH3 sadece tiyeleri ile
dimerize olduklar1 zaman sitokrom c’nin salinmasini tesvik eden bir iyon kanali
yaparlar. BH3 sadece iiyeleri, zara baglanmalarini ya da iyon kanali olusturmalarini
saglayan domenler igermez, ancak diger Bcl-2 iiyelerine baglanma domenleri tasirlar.
Hiicre apoptotik bir uyar1 aldigi zaman BH3 proteinine benzer bir protein olan Bid
aktive olur ve daha sonra Bax’i aktive eder. Ayni zamanda Bcl-2/Apaf karmasini
pargalar ve inaktif durumda tutulmakta olan Apaf boylece serbest kalarak apoptozom
olusturmak tizere salinan sitokrom c’ye baglanir. Apoptozun tetiklenmesi i¢in gelisme
faktorlerinden yoksunluk, DNA hasarinin onarim enzimleri tarafindan izlenmesi, p53
geninin ekspresyonunda artig, TNF ya da diger bagisiklik faktorlerinin salinmasi gibi bir
grup uyar1 gereklidir. Ek olarak onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar apoptoza

direngli hiicreler yaratabilir (161).

Neoplastik doniisiimiin  6zelliklerinden birisi de hayatta kalma i¢in gelisme
faktoriine bagimli olmanin ortadan kalkmasidir. Bu duruma PDGF/Akt/Bad yolu 6rnek
olarak verilebilir. Bu yol, apoptozu inhibe eden gelisme faktoriine bagimli isaret
yollarindan birini aktive etmektedir. Defosforile haldeki Bad apoptotik davranista Bid’e
benzer. PDGF’nin reseptoriine baglanmas1 PI-3 kinazi aktive eder, buda serin/treonin
kinaz Akt’1 (protein kinaz B) fosforile ve aktive eder. Akt’nin aktivasyonu Bad’in
fosforillenerek inaktivasyonuyla sonuglanir. MAP kinaz yolu da apoptozun
diizenlenmesine katilir ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in isaretler yollar. MAPKK, RSK
olarak bilinen bir protein kinazi fosforile ve aktive eder. Akt gibi RSK’da Bad’
fosforile ederek bunun aktivitesini inhibe eder. Boylece Bad hiicre yasamasi i¢in isaret
verme de PI-3 kinaz/Akt ve MAP kinaz yollar1 igin bir kavusum noktasi olarak etki
yapar (Sekil 2.9). Bu yollar1 denetleyen RAS gibi genlerde mutasyonlar olmasi

apoptoza direngli hiicreler yaratir (161).
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Sekil 2.9. Apoptozun aktivasyonu ve inhibisyonu.
(www.sigmaaldrich.com/img/assets/6460/Activation_and Inhib_of Apo.jpg’den modifiye edilmistir
(187)].

2.8. inozitol alt1 fosfat

Fitik asit (IP6) her bir karbonuna bir fosfat grubunun bagli oldugu 6 fosfat iceren
basit yapili bir karbonhidrat halkasidir. Besinlerde fosforlu inositol major form olarak
bulunur ve tahillar, kabuklu yemisler, baklagiller, yagli tohumlar ve tanelerin
agirliklarinin %1-5°1 kadarini olusturur (124).

Hemen hemen tiim memeli hiicreleri IP6’y1 ve daha az oranda da yasamsal
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan farkli sayida fosfat gruplari
(IP1-5) tastyan IP6 formlarini igerirler. Inositol, hiicre membranlarinda lipidlerle

konjuge halde fosfatidil inositol olarak yaygin sekilde bulunur. Plazma membranindaki
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inositol fosfolipidler sinyal transdiiksiyon sistemlerindeki biyolojik 6nemlerinden dolay1
daha dikkatli ele alinirlar. Fosfatidil inositol 4,5 bisfosfat (PIPy), sinyal
transdiiksiyonunda ¢esitli informasyonel molekiiller i¢in bir dncii niteligindedir (11).
Inositol fosfatlar gesitli hiicresel aktiviteleri kontrol ederek énemli rolleri olan ¢ok yonlii
molekiillerdir (146). Inositol polifosfatlar igin farkli baglanma proteinleri izole
edilmistir ki bunlar iyon kanallarina etki, protein trafigi (100), endositoz (199),
eksositoz (35) ve mRNA’nin niikleustan sitozole tasinmasi (194) gibi hiicresel

fonksiyonlarda rol alan proteinlerdir (80).

Shamsuddin ve arkadaslarimin hipotezine gore IPg hiicreler tarafindan
Oziimsenebilir ve IP;.5’lere defosforile edilebilir, bundan sonra hiicre i¢i fosfat havuzuna
girebilir ve tiimor gelisimini inhibe edebilir (151). IPg verildikten sonra hiicre i¢i
inositol fosfatlar Olciildiigiinde daha diisiik sayida fosfat iceren inositol fosfat
seviyelerinde (IP1.3) artis oldugu belirlenmistir (51, 173). Dahas1 Inositol fosfatlar
memeli hiicre sistemlerinin ¢ogunda sinyal transdiiksiyonunda rolleri olan yaygin
molekiiller olduklar1 i¢in farkli hiicre ve doku sistemlerinde antikanser etkilerinin
gozlenebilecegi varsayilmaktadir (151). Yapilan bir ¢aligmada IPs ‘nin deneysel
hepatoma inhibisyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Nude farelere subkutan olarak
inokule edildiginde tiimor olusturabilen hiicrelerin timor formlarina doniisme
yetenekleri, bu hiicreler (HepG2 hiicreleri) inokulasyon oncesi in vitro ortamda tek doz
IP6 ile muamele edildiginde kaybolmustur. Ek olarak IPs ile direkt muamele edildiginde

karaciger kanserlerinde gerileme goriilmiistiir (175).

Farelerin kullanildig1 iki asamal1 deri kanseri modelinde inisiasyon fazi siiresince
icme sularinda IP6 alan hayvanlarda tiimor gelisiminde inhibisyon izlenirken arttirma
(promotion) fazi siliresince IP6 alan hayvanlarda tiimdr gelisiminin inhibe olmadigi
gbzlenmistir (55).

IP6, diyetle verilenden daha diisiik konsantrasyonlarda igme suyuyla verildiginde
(% 0,4 — 2 arasindaki konsantrasyonlarda) tiimor inhibisyonunu kiyaslanabilir 6lgiide
arttirmaktadir. Ornegin, %20 yiiksek lifli diyet icinde %0,4 IP6 vermektense bu miktar
igme suyuyla verildiginde daha giiclii timor inhibisyonu elde edilmistir (174).
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Fosfatidil inositol tiirevleri ekstraseliiler uyartya cevap olarak hiicresel sinyalleri
iletir ve fosforilasyondan sorumlu enzimler ve bu sinyal lipidlerinin hidrolizi genis bir
yelpazede 6nemli rol oynar. Primer olarak D-myo-inositol halkasinin 3. pozisyonundaki
lipid fosfotidilinositolii fosforile eden fosfotidil inositol-3 kinaz merkezi bir molekiildiir,
aynt zamanda substrat olarak fosfatidil inositollerin fosforillenmis formlarin1 da

kullanabilir. 1Pg, fosfatidilinositol-3 kinazi inhibe etmektedir (78).

IP6 tarafindan Aktive edici protein-1(Activating protein-1) ve Fosfatidilinositol-3
kinaz’in bloke edilmesine ek olarak (78) protein kinaz C (176) ve MAPK’lar (199)

IP6’nin aracilik ettigi antikanser aktivite ile iligkilidirler.

IP6, Fe***ii selatladigt ve *OH olusumunu baskiladigi icin bir antioksidan olarak
kabul edilmektedir (49). Bu nedenle IP6 antioksidatif fonksiyonu iizerinden hiicre
hasarmi ve aktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi karsinogenezi azaltabilir. Bu aktivite
onun O6zgln yapistyla ilgilidir. IP6’nin 1, 2, 3. pozisyonlardaki fosfat gruplar1 demirle
spesifik olarak etkilesir ve onun hidroksil radikali olusturma yetenegini inhibe eder
(155). Ayn1 zamanda tiimdr hiicre proliferasyonunda énemli olan magnezyum ve ¢inko

gibi diger divalent katyonlar1 selatlayarak da tiimdr progresyonunu sinirlandirabilir
(168).

Hiicresel diizeyde hiicre i¢i fosfat havuzundaki artis dogal oldiiriicii (Natural
Killer) hiicre toksisitesinde artisa neden olur (168). Dogal Oldiiriicii hiicre
aktivitesindeki bu yiikselme viicudun karsinojenik tehditlere karsi immiin cevabini
arttirmaktadir (144). IP6 in vitro olarak dogal 6ldiiriicii hiicre aktivitesini arttirir ve in
vivo olarak da karsinojen indiiklii dogal oldiiriicii hiicre aktivitesinin baskilanmasini

normale dondiiriir (9).

Tiimdrler biiylimeleri ve yayilmalari i¢in yeni kan damarlariin olusumuna ihtiyag
duyarlar. Pek ¢ok tiimor normal kan damar1 olusumunu uyaran bir sitokin olan VEGF’yi

bliylik miktarda tiretir. IP6 endotel hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini inhibe ederken
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malignant hiicrelerden VEGF nin sekresyonunu da inhibe etmektedir (178). IP6, FGF’yi

antagonize ederek anjiyogenezi ve tiimor gelisimini inhibe edebilir (115).

2.9. Retinil Asetat

Siklohekzenil halkasi tasiyan poliizopren bilesikler olan ve retinol, retinal ve
retinoik asit gibi biyolojik olarak aktif bir grup molekiile A vitamini adi1 verilmektedir.
Karaciger, bobrek, yumurta, tereyagi gibi hayvansal gidalarin yani sira sebze ve

meyvelerde de karoten olarak bulunmaktadir (128).

Vitamin A esansiyel bir mikronutrienttir ve gesitli fizyolojik siireglerde, merkezi
rol oynar. Bu siireglere iireme, hiicre biiylime ve farklilagmasi, embriyogenez ve gorme

ornek verilebilir (192).

Retinol vitamin A ailesinin ana bilesigidir. Ancak besinlerde serbest Retinol
bulunmaz, genellikle retinil palmitat (52) gibi yag asidi esterleri formunda olusmustur.
Besin takviyelerinde bulunan baglica formlar ise retinil palmitat ve retinil asetattir.
Vitamin A Onciilleri barsaktan %60-90 oraninda emilirler. Emilim i¢in safra tuzlari,
pankreatik enzimler ve diyetsel yag gereklidir. Retinil esterleri enterositlere girmeden
once pankreatik hidrolazlar tarafindan hidrolize edilir. Enterositlerde yeniden retinil
esterlerine re-esterifiye edilen retinol silomikronlarla lenfatik sisteme gecer ve retinil
esterlerin ¢ogu silomikron kalitlarindan karacigerde parankim hiicreler tarafindan alinir.
Burada yeniden retinol ve yag asitlerine hidroliz edilir (76). Karacigerde depolanacak
olan retinol, stellate hiicreler ve hepatositlerde lecithin: retinol acyltransferase (LRAT)
gibi bazi enzimler tarafindan retinil olarak depolanmak tizere tekrar esterifiye edilir
(192). Retinoliin bir kismi retinol baglayici protein (retinol binding protein, RBP) ile
baglanarak farkli dokulara tasinmak iizere dolasima aktarilabilir (76) ya da ardisik
olarak biyolojik aktif formlar olan retinal ve retinoik asite oksidize edilir (192).
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Viicutta bulunan vitamin A’nin yaklasik %50-85’1 karacigerde depolanmis halde
bulunur. RBP, serum retinoliiniin %90’dan fazlasin1 baglayan primer tasiyicisidir ve
serum retinoliiniin %95°1 esterlesmemis formdadir. Hiicrelerin ig¢inde retinil ve
metabolitleri hem sitozolde hem de niikleusta retinol baglayici proteinlere bagli olarak
bulunurlar. Sitozolik baglayic1 proteinler; hiicresel retinol baglayict protein (cellular
retinol-binding protein, CRBP)‘lerdir. Niikleer baglayic1 proteinler ise; retinoik asit
reseptOr (retinoic acid receptor, RAR)’ler ve retinoid X reseptor (retinoid X receptor,
RXR)’lerdir.(76).

Yapilan c¢aligmalarda retinoidlerin ¢esitli karsinogenez modellerinde timor
gelisimini baskilamada etkin olduklar1 bulunmustur. Timor baglatma (initiation) ve
arttirma (promotion) veya her ikisini etkileyip etkilemedilerini belirlemek igin bir
karsinojen ya da tiimdr arttirict (promoting) ajan ile es zamanli ya da sonrasinda
verilmesini kapsayan, uygulamanin lokal ya da sistemik, diyet i¢inde veya intragastrik
oldugu c¢alismalar mevcuttur. Bu calismalarin ¢ogu gostermistir ki belli retinoidler
“antipromotion” aktiviteye sahiptirler.

Basglangic calismalarinda dogal olarak olusan retinoidler kullanilmistir. Bununla
birlikte sentetik retinoidlerin bulunmasiyla beraber dogal bilesiklerden daha diisiik
toksisiteye sahip ve daha aktif bilesikler tanimlanmistir (106).

Bulgularin ¢ogu retinoidlerin tiimoér baslatma (initiation)’dan ziyade timor
arttirma (promotion ) sathasinda etkili olduklarin1 gostermektedir. Promotion sathasi,
bir preneoplastik lezyon olusturmak ve preneoplastik lezyonu bir malignant lezyona
doniistiirmek igin inisiasyona ugramis hiicre populasyonunun genislemesini kapsar. Bu
stirecler hiicre proliferasyonunun diizenlenmesindeki bozukluk, anormal farklilasma,
apoptoza gitme egiliminde azalma ya da kayip ile ilgilidir. Retinoidler hiicre
proliferasyonunu inhibe edebilirler, hiicre farklilagsmasini degistirebilirler ve apoptozu

arttirabilirler (106).

Retinoidlerin etkilerinin ¢ogu gen ekspresyonunu degistirmelerinden kaynaklanir.

Niikleer retinoid reseptorler, ligand-aktiviteli transkripsiyon arttiric1 faktorlerdir ve
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steroid reseptor siiper ailesinin iiyeleridir. Bu reseptdrler retinoidlerin gen ekspresyonu
ve bunun sonucu olarak da hem normal hem tiimdr hiicrelerinin biiyiime ve
farklilagsmalari iizerine etkilerine aracilik etmede &nemli rol oynarlar. Iki tip niikleer
reseptOr tanimlanmistir; retinoik asit reseptorler (RAR)ve retinoid X reseptorler (RXR).
Bu reseptorlerin ligand baglama 6zellikleri farklilik gosterir. RAR’lar all-trans retinoik
asit (AtRA) ve 9-cis retinoik asit (9CRA) baglarken RXR’ler 9CRA baglarlar. RAR ve
RXR’ler heterodimer olustururlar ve DNA’da retinoik asit yanit elemanlari olarak

bilinen 6zel bolgelere baglanarak retinoid yanit genlerinin transkripsiyonunu arttirirlar

(106).

Retinoik asit niikleer reseptorlere baglanarak hiicre farklilasmasini uyarabilir,

proliferasyonu baskilayabilir ve/veya apoptozu uyarabilir (76).

Retinoidler tarafindan hem baskilama hem artirma, karacier kanserinin farkli
modellerinde rapor edilmistir. Hepatokarsinogenezin inhibisyonu, 3’-methyl-4-
dimethyl-4-aminoazobenzene’e maruz kalan ve retinil asetat, 13 cis retinoik asit,
retinoik asit analogu trimetil metoksifenil (46) veya asiklik retinoid (E-5166; 3, 7, 11,
15-tetramethyl-2, 4, 6, 10, 14-hexadecapentacnoic acid) ile beslenen si¢anlarda

gosterilmistir (119).

BaP ve TCDD gibi toksinler normal vitamin A metabolizmasini bozabilir ve farkl
dokularda vitamin A’y1 metabolize eden enzimlerle (6rn; LRAT ) etkilesebilirler (57,
122). Akcigerler, barsak, bobrekler ve karacigerde BaP ve TCDD’nin vitamin A
depolarin1 etkileyebilecigi ve vitamin A diizeylerinde azalmaya neden olacagi

saptanmistir (15, 122).

Retinoidler BaP veTCDD gibi AhR ligandlarinin karsinojenik etkilerini inhibe
edebilir (59). AhR ligandlarinin doku retinoid igerigini azalttig1 ve skuamo6z metaplazya
(squamous metaplasia) gibi preneoplastik lezyonlar1 indiikledigi gosterilmistir. Bu

lezyon ayn1 zamanda retinoid eksikliginde indiiklenebildigi gibi retinoidler tarafindan
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tersine ¢evrilebilmektedir. Bu tersine ¢evrilme (reverse) kiiltiirde ve in vivo olarak
gosterilmistir (33). Nitekim skuamdz metaplazya (squamous metaplasia) hem AhR
ligandi hem de retinoid eksikliginden ileri gelir. AhR ligandlarmin doku retinoid
icerigini azaltabildigi bilinmektedir ve AhR eksojen ligandlar olmasa dahi gen
ekspresyonunu etkileyebilir, buda muhtemelen AhR’nin  kaybinin retinoid
metabolizmasini etkileyebilmesinden kaynaklanir. Yapilan bir calismada AhR-null fare
karacigerinde yabanil tip (wild-type) fare karacigerine gore retinol esterleri, retinol ve
retinoik asitte iic kat artis oldugu gosterilmistir (5). Artmis karaciger retinoidleri
retinoik asit reseptorii araciligindaki TG2 (Transglutaminaz 2)’nin indiiksiyonuyla
AhR-null farede karaciger fibrozisine sebep olabilir. TG2, latent durumdaki TGFp’yi
aktif hale dondiirmektedir (5, 197). TGFp proliferasyonda azalmaya ve apoptozda artiga
neden olur ve bu kiigiik karaciger boyutu ve fibrozisin nedenidir (197). AhR-null fareler
vitamin A icermeyen diyetle beslendiklerinde karaciger fibrozisi kismi olarak geriye

donebilir.

2.10. IP6 ve Retinil Asetat’in Apoptoza Etkileri

Normal hiicrelerin sinirli oranda ve bir kontrol dahilinde bdliinmelerine karsilik
malignant hiicreler siklikla hiicre ¢ogalmasini diizenleyen kontrol mekanizmalarindan
kacarlar ve bu hiicrelerde genellikle defektif hiicrelerin replikasyonunu 6nleyen kontrol
noktalarinin kaybi1 s6z konusudur. IP6 kontrolsiiz hiicre boliinmesini bloke ederek hiicre
dongiisiinii diizenleyebilir ve malignant hiicreleri ya farklilasmaya ya da apoptoza
gitmeye zorlayabilir. IP6, insan meme, kolon (36, 177) ve prostat (158) kanser hiicre
serilerinin S fazinda 6nemli bir azalmay1 ve G1 fazinin bloke edilmesini indiikleyebilir.
IP6, hem in vivo olarak hem de prostat ve servikal kanser hiicre serilerinde in vitro
olarak apoptozu indiikler. Bu etkisini zamana ve doza bagl olarak kaspaz 3, kaspaz 9 ve

poli ADP-riboz polimeraz araciligiyla gergeklestirir (39, 86, 158).
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[P6’lar, hiicrelerin i¢ine muhtemelen pinositotik olarak taginmaktadirlar ve hemen
sonrasinda IP4 ve IP5’e defosforile edilirler. IP4 ve IP5, Akt-NfkB hiicre sag kalim
yolunu inhibe edebilirler. Bunu da Akt’in aktivitesini gosterdigi yer olan plazma

membranina translokasyonunu inhibe ederek yaparlar (39).

IP6, mitokondrial membran potansiyelinde azalmaya neden olarak direkt
mitokondri hasari olusturur ve membran permeabilitesi artar. Sonugta sitokrom c
sitoplazmaya salinir. Salinan sitokrom c¢ kaspaz 9 ve kaspaz 3’1 aktive eder. Bunu DNA
tamir enzimi Poli (ADP-riboz) Polimeraz (PARP)’in yarilmasi izler ki bu hiicreyi

apoptoza yonlendirir (39).

Prostat kanser LNCap hiicrelerinde IP6’nin pro-apoptotik Bax’in ekspresyonunu
ve Bax: Bcl-2 oraninda artis sebebiyle anti-apoptotik Bcl-2 seviyelerini diizenledigi ve
ayn1 zamanda sag kalim sinyal molekiilii Akt’1 inhibe ettigi oysa DU145 hiicrelerinde,
kaspaz aktivasyonu ve PARP’in yarilmasi (cleavage) yoluyla apoptozu indiikledigi
bildirilmistir. Karmakar ve arkadaslar1,T98G hiicre serisine (Human glioblastoma
cell line) IP6 uygulandiginda kalpain ve kaspaz-9’un upregiilasyonu ile apoptozun
uyarildigint bildirmiglerdir.  IP6’min ayn1 zamanda kaspaz-3’iin aktivitesini de

uyardigini rapor etmislerdir (Sekil 2.10) (87).
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Sekil 2.10. Kalpain ve mitokondri bagiml kaspaz kaskadi [Karmakar, S., Banik, N.L., Ray, S.K., 2007,
Molecular Mechanism of Inositol Hexaphosphate-mediated Apoptosis in Human Malignant Glioblastoma
T98G Cells, Neurochem Res 32, 2094-2102’den modifiye edilmistir (87)].

36



Retinoidler, hiicre dongiisiiniin baskilanmasi, apoptozun ve/veya farklilasmanin
uyarilmasi yoluyla antikarsinojenik etki gdsterirler (101). Cesitli calismalar retinoidlerin
belli kanser hiicrelerinde anti-proliferasyon ya da apoptotik etkileri oldugunu
gostermistir (28). Retinoidler, RAR’lar1 6zellikle RAR-y’y1 aktive ederek pankreatik
adenokarsinoma hiicrelerinde apoptozu uyarmaktadirlar. Bunu kaspaz aktivasyonunun
yani sira Bcel-2 ailesine ait liyelerin ekspresyonlarini degistirerek (Bcl-2/ Bax oraninda

azalma) yapmaktadirlar (136).

Retinoik asit izomerleri olan all-trans retinoik asit, 13-cis retinoik asit ve 9-cis
retinoik asitin MCF-7 insan meme kanser hiicrelerinin apoptozu iizerine etkileri ile ilgili
yapilan bir ¢alismada bu izomerlerin sitoplazmada kaspaz aktivitesini ve mitokondriden

sitokrom c salinimini arttirarak apoptozu uyardiklar gosterilmistir (65).

Retinoik asitin, insan Hepatoma Hep 3B hiicrelerinde apoptozu uyardigi, DNA
fragmantasyonunu arttirdigi  bildirilmistir. Retinoik asitin bu etkisini hiicre
dongiistindeki G1 fazindan 6nce Hep 3B hiicrelerinin birikimine neden olarak gdsterdigi

onerilmektedir, ¢iinkii GO/G1 gegisi aktif apoptoz siirecinde ana kontrol noktasidir (90).

AtRA’nm indiikledigi apoptoz mekanizmasi, TRAIL (TNF-Iliskili Apoptoz
Indiikleyici Ligand) ve onun 6liim reseptdrlerinin yol agt1§1 mitokondriyal disfonksiyon
araciligiyla gerceklesir. AtRA, interferonlar1 aktive ederek onlarin TRAIL reseptorleri

ile sinerjistik olarak kaspaz-8’i aktive etmelerini saglar (Sekil 2.11) (188).
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Sekil 2.11. AtRA aracili apoptoz [wwwS5.appliedbiosystems.com/tools/pathway’den modifiye edilmistir
(188)].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREC

3.1.1. DENEY HAYVANLARININ TEMIiNi VE BAKIMI

Calismamizda deney hayvam olarak Eskisehir Osmangazi Universitesi'ne bagli
TICAM’dan alinan 16 haftalik Spraque dawley erkek sicanlar kullanilmigtir. Deney
hayvanlart1 uygun sicaklik ve havalandirma kosullarinda tutulmus ve temizlik
kurallarina dikkat edilmistir. Calisma &ncesi ESOGU Deney Hayvanlart Etik

Kurulu’ndan onay alinmistir.

3.1.2. KIMYASAL MADDELER

. % 96 etil alkol (Riedel de Haen, Germany)

. %40 Akrilamid/bis soliisyon,37.5:1 (Applichem, Germany)
. 10X Tris/Glisin/SDS (Sigma, Germany)

. Absolii etanol (Riedel de Haen, Germany)

. AEC kromojen (Lab Vision, Canada)

. Amonyum persiilfat (Applichem, Germany)

. Antikor Dilue Soliisyonu (Lab Vision, Canada)
. Aprotinin (Boehringer mannheim, Germany)

. Asetaldehit (Fluka, Switzerland)

. Asetik asit (Riedel de Haen, Germany)

. BCA protein 6l¢iim kiti (Sigma, Germany)

. BSA standardi (Sigma, Germany)

. CaCl2 (Riedel de Haen, Germany)

. DNA standardi, Calf thymus (Sigma, Germany)
. Sitrat buffer,konsantre, pH 6 (Fluka, Germany)
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Commassie blue (Applichem, Germany)

Misir yagi (Sigma, Germany)

CYP1A primer antikor (Santa Cruz, USA)

CYP1A sekonder antikor (Santa Cruz, USA)
Difenilamin (Merck, Germany)

Distile su

DTT (dithiothreitol) (Sigma, Germany)

EDTA (Ferak Berlin, Germany)

EDTA buffer, pH:8 (Fluka, Germany)

EGTA (Sigma, Germany)

Elektroforez 6rnek tampon (Sigma, Germany)
Eosin Y, instant, alkolik (Thermo Shandon, USA)
Etanol, %95 (Riedel de Haen, Germany)

E-Z monte soliisyonu (Thermo Shandon, USA)
Fenilmetilsiilfonil Florid (PMSF) (Sigma, Germany)
Formaldehyde %37-40 (Riedel de Haen, Germany)
Glisin (Merck) (Riedel de Haen, Germany)
H3PO4(Riedel de Haen, Germany)

HCI (Merck, Germany)

Hematoksilen, Haris instant (A + B) (Thermo Shandon, USA)
HEPES (Merck, Germany)

Hidrojen peroksid, %3 (Lab Vision, Canada)

IP6 (Sigma, Germany)

Immiinohistokimyasal boyama kit (Avidin-biotin system) (Lab Vision,
Canada)

KCI (Riedel de Haen, Germany)

KOH (Merck, Germany)

Metanol (CH40) (Riedel de Haen, Germany)

Mg CI2 (Merck, Germany)

MMP-2 Elisa kiti (R&D Systems, United Kingdom)
Molecular Weight Marker (Sigma, Germany)
Mounting medium, aqueous (Lab Vision, Canada)
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NaOH (Merck, Germany)

n-butanol (Merck, Germany)

Nonidet P-40 (Sigma, Germany)

Panceaus S (Applichem, Germany)

p-DAB (Sigma, Germany)

Pepstatin (Sigma, Germany)

Perklorik asit (Merck, Germany)

PBS (Sigma, Germany)

PBS, pH:7.4, tween 20 (Lab Vision, Canada)
Poly-L-Lysine soliisyonu (Sigma, Germany)

Potasyum Fosfat (Riedel de Haen, Germany)

Piridin (Merck, Germany)

Retinil asetat (Sigma, Germany)

Ripa lysis buffer (Santa Cruz, USA)

SDS (Merck, Germany)

Sitokrom c Elisa kiti (R&D Systems, United Kingdom)
Sodyum fosfat, dibasic (Na2HPO4), kristal (Riedel de Haen, Germany)
Sodyum fosfat, monobasic (NaH2PO4), kristal (Riedel de Haen,
Germany)

Siikroz (Sigma, Germany)

Siilfiirik asit (Riedel de Haen, Germany)

TCA (Riedel de Haen, Germany)

TCDD (AccuStandard, USA)

TEMED (N,N,N,N-Tetra-metil-etil endiamin) (Fluka, Switzerland)
Thimerosal (Applichem, Germany)

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Fluka, Switzerland)

Tris aminomethane (Merck, Germany)

Tris asetat (Applichem, Germany)

Tris buffer saline, pH:7.6, tween 20 (Lab Vision, Canada)
Triton X-100 (Sigma, Germany)

Tripsin enzim (Lab Vision, Canada)

Tween 20 (Lab Vision, Canada)
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. VEGF 96 test (R&D Systems, United Kingdom)

. Western blot Blocker Solution (Sigma, Germany)
. Western Blot Luminal Reagent (Santa Cruz, USA)
. Ksilen (Thermo Shandon, USA)

3.1.3. CIHAZLAR VE SARF MALZEMELER

. Balon Joje (50,100, 500 ve 1000 mL)
. Beher (50, 100, 500 ve 1000 mL)

. Bistiiri ucu

. Blok kaseti ¢elik kapagi (Isolab, Germany)
. Buz makinas1 (Hoshizaki)

. Buzdolabi (Argelik)

. Cam kalemi

. Ceker ocak
. Celik kaset kapag1 toplama kabi, celik
. Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V/40)

. Disposable mikrotom bigagi Low profil (Thermo Shandon, USA)
. Distile su cihazi

. Doku blok kaseti (Isolab, Germany)

. Doku sinirlayici kalem (Lab Vision, Canada)

. Eldiven: (Steril Ameliyat Eldiveni, 7.5 Numara)

. Elisa (Perkin Elmer 2030 Multilabel reader, Victor X3)
. Etiiv (Binder)

. E-Zmount damlatma kabi

. Fiber Stinger (10.5-7.5, Bio Rad)

. Filtre kagidi (10.5-7.5, Bio Rad)

. Gii¢ kaynagi (Bio Rad, Power Pac 300)

. Hassas terazi (Sartorius)
. Immiinohistokimyasal boyama kabi
. Kemiluminesans Analiz Software

42



Kurutma kagidi, 40x40 cm (Isolab, Germany)

Lam saklama kutusu, siyah, plastik, kapakli (Isolab, Germany)
Lam tasima sepeti, kollu, ¢elik (30 lam)

Lamel (24x60) (Isolab, Germany)

Meziir (50, 100, 500 ve 1000 mL)

Mikropipet Ucu: (Silikonlu 100 pL) (Greiner, Germany)
Mikropipet Ucu: (Silikonlu 10 uL) (Greiner, Germany)
Mikropipet Ucu: (Silikonlu 1mL) (Greiner, Germany)
Mikroskop(Olympus)

Mikrotom(Reichert)

Mini elektroforez cihazi (Bio Rad,170-3930)

Mounting medium damlatma kab1

Nitroseliiloz membran / Sandwig filtre kagidi (Pierce, USA)
Otomatik pipet (eppendorf,100 ve 1000 pL)

Otomatik pipet uglar1 (100 ve 1000 pL)

Parafin, boncuk (Thermo Shandon, USA)

Pastor Pipeti (CAM) (Isolab, Germany)

Pastor Pipeti(Plastik) (Isolab, Germany)

Permanent marker (Isolab, Germany)

pH metre (Inolab, Detsan)

Poly-L-Lysinli Lam (Menzel, Germany)

Polypropilen Kapakli Tiip (1.5 mL)(Greiner, Germany)
Polypropylen Kapakli Tiip (50 mL) (Greiner, Germany)
Preparat mapesi (Roth, Germany)

Puset, plastik, seffaf (500 ml’lik), deve boyunlu (Isolab, Germany)
Renkli Frost Lam (Isolab, Germany)

Santrifiij (Niive NF800)

Santrifiij, sogutmali (Jouan MR22)

Shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)
Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)
Spektrofotometre kiiveti (cam, plastik)

Su banyosu (Niive BM402)
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. Synegene Kemiluminesans Goriintiileme Cihazi
. Ultrasantrifiij (Hanil 4.0 Ultra)

. Vorteks (Restch)

. Whatman no.1 filtre (Aldrich, Germany)

. Whatmann 3 kagidi (Aldrich, Germany)

3.2. YONTEM

3.2.1.00Z VE DENEY GRUPLARI

Calismamizda kullandigimiz 16 haftalik 275-350 gram agirhigindaki Spraque
dawley siganlar 6 gruba ayrildi ve her grupta 30 adet olacak sekilde rastgele dagitildi.
Calismamizda tiim maddeler baslandiktan sonraki 15., 30., 60., 90. ve 120. giinler 6rnek
alim zamanlar1 olarak belirlendi ve her 6rnek alim zamaninda gruplardan 6’sar adet
hayvan sakrifiye edildi. Sigcanlarin 15-20 saniye eter anestezisi altinda kardiyak yolla
kanlar1 alinip servikal dislokasyon sonrasi karacigerleri ¢ikartildi. Maddelerin gruplara

baslanilma zamani asagida gosterilmistir (Sekil 3.1).

Deney gruplar soyledir:

Grup 1: Kontrol (n=30)

Grup 2: Misir yagi kontrol (n=30)
Grup 3: DAB + TCDD (n=30)
Grup 4: DAB + TCDD + IP6 (n=30)
Grup 5: DAB + TCDD + RA (n=30)

Grup 6: DAB + TCDD + IP6 + RA (n=30)
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———— TC'lgD
—————— p:DAB
— RA
e ————— IP6
15.gin -7.gin, 1 gin 120_giin

Sekil 3.1. Maddelerin gruplara baglanilma zamani

| TCDD, 70 ng/100 g.viicut agirhigi olacak sekilde misir yaginda
cozdiiriilerek haftada bir gavajla verildi.

DAB (p-DAB), %0.06 oraninda ve diyetle verildi.

=
| RA, 1 mg/ 100 g.viicut agirhig (0.25 ml/100 g.viicut agirligi, musir
yaginda ¢ozdiiriilerek ) olacak sekilde gavajla ve haftada 5 giin verildi.

i IP6, %0,5 oraninda igme suyuna katilarak verildi.

Kontrol: Standart sigan yemi + igme suyu.

Misir yagr kontrol: Standart sigan yemi + igme suyu + 0.25 ml/100 g. viicut

agirhigr misir yagi, gavajla haftada 5 giin.

DAB+TCDD: Diyetle %0,06 DAB + haftada bir gavajla 70 ng/100 g. viicut
agirligit TCDD + igme suyu.

DAB+TCDD+IP6: Diyetle %0,06 DAB + haftada bir gavajla 70 ng/100 g.
viicut agirligit TCDD + igme suyuyla %0,5 1P6.

DAB+TCDD+RA: Diyetle %0,06 DAB + haftada bir gavajla 70 ng/100 g. viicut
agirhigit TCDD + haftada 5 giin gavajla 1mg/100 g.viicut agirligi RA.

DAB+TCDD+IP6+RA: Diyetle %0,06 DAB + haftada bir gavajla 70 ng/100 g.
viicut agirhigr TCDD + igme suyuyla %0,5 IP6 + haftada 5 giin gavajla 1mg/100 g.viicut
agirhigr RA.



3.2.2. DENEY HAYVANLARINDAN CALISILACAK ORNEKLERIN
ALINMASI

Her 6rnek alim zamaninda siganlara 15-20 saniye eter ile inhalasyon anestezisi
uygulandiktan sonra serum ve plazma Ornekleri i¢in kardiyak yolla kanlar1 alinarak
servikal dislokasyon uygulandi ve karacigerleri ¢ikartildi. Serum 6rnekleri, separasyon
tiiplerinde 20 dakika bekletildikten sonra 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve iistte
kalan stipernatant ALT, AST, ALP, LDH o6l¢iimi i¢in kullanildi. Plazma &rnekleri,
lityum heparinli tiiplere kan alindiktan sonra 30 dakika i¢inde 1000 x g’de 20 dakika
santrifiij edildi ve tstte kalan kissm VEGF ve MMP-2 6l¢iimii i¢in kullanilmak iizere -
80°C saklandi. Cikarilan karaciger, soguk (4°C) % 0.9’luk sodyum kloriirle ii¢ kez
yikama serisinden gegirildi ve kisimlara ayrildi. Bir kisim histopatolojik ve
immiinohistokimyasal goriintiileme i¢in ndtral formalin i¢ine alindi. Bir kisim, MDA,
Sitokrom ¢, DNA Fragmantasyonu, Total Protein Ol¢limleri igin -80°C sakland1. Bir
kisim da Western Blot analizi i¢cin (CYP1A1) kiiciik plastik tiiplere konulup sivi
nitrojen i¢inde 10 saniye tutulup -80°C “de sakland.

CYPIAT’in o6l¢iimii ve degerlendirilmesinde, Tibbi Biyoloji ABD’dan,
histopatoloji preparatlarinin  hazirlanmast ve degerlendirilmesinde Histoloji ve
Embriyoloji ABD’dan, verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde Biyoistatistik
ABD’dan destek alindi.

3.2.3. SERUM ALT, AST, ALP VE LDH OLCUMU

ALT, AST, ALP ve LDH’nin 6l¢iimiinde Roche Modular otoanalizérle uyumlu
kantitatif test kitleri kullanilda.
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ALT ol¢iim prensibi:

ALT tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan piruvat, Laktat
Dehidrojenaz’in (LDH) katalizledigi reaksiyon ile laktata doniisirken NADH da
oksitlenerek NAD"’ye déniisiir.

ALT

a-ketoglutarat + L-alanin  <<——=> L-glutamat + piruvat

LDH

piruvat + NADH + H* <——>  L-laktat + NAD"

Piruvatin olusum hizi ve dolayisiyla ALT aktivitesindeki artisla direkt orantili

olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak ol¢iiliir.

AST ol¢iim prensibi:

AST tarafindan katalizlenen asagidaki reaksiyon ile artan oksaloasetat, Malat
Dehidrojenaz’in (MDH) katalizledigi reaksiyon ile malata doniisiitken NADH da
oksitlenerek NAD™’ye déniisiir.

AST

a-ketoglutarat + L-aspartat ~<<——=> L-glutamat + oksaloasetat
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MDH

oksaloasetat + NADH + H* <——=> L-malat + NAD"

Oksaloasetatin olusum hizi ve dolayisiyla AST aktivitesindeki artigla direkt

orantili olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak dlgiiliir.

ALP ol¢iim prensibi:

p-nitrofenil fosfat, magnezyum ve c¢inko iyonlar1 varliginda ALP tarafindan
hidrolize edilir ve iiriinler fosfat ile p-nitrofenildir. ALP aktivitesi ile orantili olarak

salinan p-nitrofenil, kolorimetrik olarak 6l¢iiliir.

ALP
p-nitrofenilfosfat + H,O <——> fosfat + p-nitrofenil

Mg®*

LDH ol¢iim prensibi:

LDH, piruvatin laktata doniisiimiinii katalizler ve bu esnada NADH oksitlenir ve
NAD" olusur. NADH’deki azalma orani direkt olarak LDH aktivitesi ile orantilidir ve

fotometrik olarak belirlenir.

LDH

piruvat + NADH + H*  <<——=> L-laktat + NAD"
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3.2.4. PLAZMA VEGF OLCUMU

VEGF 6l¢iimii icin R&D Quantikine Elisa kiti kullanildi.

Ol¢iim Prensibi:

Olgiim, kantitatif sandvi¢ enzim immiin assay teknigine dayanmaktadir.
Orneklerde bulunan VEGF’nin 6zgiil monoklonal antikora baglanmasiyla baglanan

miktar1 6l¢iliir.

Ornek hazirlanmasi:

a.Plazma orneklerinin hazirlanmasi

Plazma ornekleri, lityum heparinli tiiplere alinan kandan hazirlandi. 30 dakika
icinde 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek slipernatant alind1 ve -80°C saklandi.
1. Sipernatant ¢alisma giinli oda 1s1sinda ¢oziinmeye birakildi.
2. Kit igerisindeki reaktifler hazirlandu.

3. Tim 6rnekler kullanim 6ncesi oda 1sisina getirildi.

b.Ol¢iim Yontemi

1. Acilan mikroplate’de kuyucuklara 50 uL assay diluent pipetlendi.

2. Onceden numaralandirilarak belirlenen kuyucuklara 50 pL standart, kontrol
ve plazma Ornekleri eklendi.

3. Koruyucu striple kapatilan plate 2 saat boyunca shaker’da inkiibasyona
birakildi.
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4. Inkiibasyon sonunda otomatik plate yikayicida bir kuyucuga bir seferde 400
puL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi, plate ters gevrilip kurutma kagiti ile
kurutuldu.

Her kuyucuga 100 uL VEGF konjugate’1 eklendi.

Striple kapatilip 1 saat daha shaker’da inkiibe edildi.

Yikama ve kurutma basamagi 5 kez tekrar edildi.

© N o v

Her kuyucuga 100 pL substrat soliisyonu eklenerek karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi.

9. Her kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

10. 30 dakika i¢inde mikroplate okuyucuda 450 nm dalga boyunda absorbanslar

okundu.

c¢. Sonucun hesaplanmasi

Mikroplate okuyucuya bagli bilgisayar yazilimi ile 4 parametre standart egrisine

gore otomatik olarak hesaplandi.

3.2.5. PLAZMA MMP-2 OLCUMU

MMP-2 6lgiimii igin R&D Quantikine Elisa kiti kullanildi.

Ol¢iim Prensibi:

Olgiim, Kkantitatif sandvi¢ enzim immiin assay teknigine dayanmaktadir.
Orneklerde bulunan MMP-2’nin 6zgiil poliklonal antikora baglanmasiyla baglanan

miktar1 6l¢iiliir.
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Ornek hazirlanmasa:

a.Plazma orneklerinin hazirlanmasi

Plazma o6rnekleri, lityum heparinli tiiplere alinan kandan hazirlandi. 30 dakika

iginde 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant alind1 ve -80°C sakland.

1. Siipernatant ¢aligma giinii beng iizerinde ¢6zlinmeye birakildi.

2. Ornek sayisi kadar tiip numaralandirilarak hazirlandi.

3. Plazma ornekleri calibrator diluent ile 1’e 9 hacimde diliisyon yapilarak
kullanildi.

4. Kit icerisindeki reaktifler hazirlandu.

5. Tiim ornekler kullanim dncesi oda 1s1sina getirildi.

b.Ol¢iim Yontemi

1. Acilan mikroplate’de kuyucuklara 100 pL assay diluent pipetlendi.

2. Onceden numaralandirilarak belirlenen kuyucuklara 50 pL standart, kontrol
ve diliisyonlu plazma 6rnekleri eklendi.

3. Koruyucu striple kapatilan plate 2 saat boyunca shaker’da inkiibasyona
birakildi.

4. Inkiibasyon sonunda otomatik plate yikayicida bir kuyucuga bir seferde 400
uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi, plate ters ¢evrilip kurutma kagiti ile
kurutuldu.

5. Her kuyucuga 200 pL. MMP-2 conjugate’1 eklendi.

6. Striple kapatilip 2 saat daha shaker’da inkiibe edildi.

7. Yikama ve kurutma basamagi 5 kez tekrar edildi.

8. Her kuyucuga 200 pL substrat soliisyonu eklenerek karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi.

9. Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
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10. 30 dakika i¢inde mikroplate okuyucuda 450 nm dalga boyunda absorbanslar

okundu.

c¢. Sonucun hesaplanmasi

Mikroplate okuyucuya bagli bilgisayar yazilimi ile 5 parametre standart egrisine

gore otomatik olarak hesaplandi.

3.2.6. KARACIGER DOKUSU MDA OLCUMU

Ol¢iim Prensibi:

Yontem, lipid peroksidasyonu son iirlinlerinden olan MDA nin tiyobarbitiirik asit

ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (126).

Ornek hazirlanmasi:

a.Doku homojenatinin hazirlanmasi

1. Dokular -80°C’lik derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri 1 gram tartildi

2. Ornek sayis1 kadar alman ve numaralandirilan tiiplere konuldu.

3. Tiiplere 1 gram doku i¢in 9 mL hacimde olacak sekilde 0,15 N KCl
soliisyonundan eklenerek 6rnekler homojenize edildi.

4. Homojenatlar, +4°C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatantlar alind1 ve 6l¢iim i¢in kullanildi.
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b.Cozeltiler

=

. %8,1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS): 8,1 gram SDS tartilip, bir miktar
distile suda eritildi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
2. %20’lik Asetat Tamponu (pH:3,5): 20 mL asetik asit alindi ve 100
mL’ye tamamlandi. pH, 3,5’e ayarlandu.
3. %0,8’lik Tiyobarbiitirik asit (TBA): 0,8 gram TBA tartilip, bir miktar
distile suda eritildi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
4. N-butanol/pyridine karisimi: 15/1 hacimleri karistirilarak kullanilmadan

hemen Once hazirland.

c.Spektrofotometrik olgiim

1. Kapakl tiipler alinarak kor tiiptli ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2. Kor tiipiine, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,8
mL distile su; 6rnek tiiplerine 0,4 mL homojenat, 0,2 mL SDS, 1,5 mL
asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,4 mL distile su eklendi.

3. Tipler 95°C’de 60 dakika inkiibasyona birakild1 ve siire sonunda musluk
suyu altinda sogutuldu.

4. Sogutulmus tliplere ImL distile su ve n-butanol/pyridine karisimindan
5’er mL eklenerek vortekslendi.

5. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant almarak
Ol¢tim i¢in kullanildi.

6. Orneklerin absorbanslar1 532 nm’de kére kars1 okundu.

d.Sonucun hesaplanmasi

1. Orneklerin konsantrasyonlarmi hesaplayabilmek icin lipid peroksit
standardi (1.1.3.3.tetractoksipropan) 10, 20, 40, 60, 80 nmol/mL

konsantrasyonlarda hazirlandi.
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. Standart tiiplerine 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve
0,4 mL distile su konuldu ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,4
mL numaralandirilmis tiiplere eklendi.

. Kor ve ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 532 nm’de
absorbanslar1 okundu.

. Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office
Excel 2007 programi kullanilarak grafige gecirildi ve asagidaki standart
grafigi elde edildi (Sekil 3.2).

. Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

. Aym1  homojenatlarin  total proteinleri Ol¢iildi ve  orneklerin
konsantrasyonlar total proteinlerine oranlandi.

. Sonuglar, nmol/mg protein olarak verildi.

1,2
. y = 0213;2;3400/0
0,6

0,4 /

’/'/

0 T T T T 1
0] 20 40 60 80 100

Absorbans

Konsantrasyon {(nmol/mL)

Sekil 3.2. MDA standart grafigi

54



3.2.7. KARACIGER DOKUSU PROTEIN OLCUMU

Olciim Prensibi:

Olgiim, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasimnin farkli konsantrasyonlardaki
protein c¢ozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasina dayanan Bradford

yontemine gore yapildi (19).

Ornek hazirlanmasai:

a. Doku homojenatinin hazirlanmasi

1. MDA ve Sitokrom c dl¢limlerinde kullanilan homojenatlar kullanildi ve

Olctimlerin yapildig: fraksiyonlarda protein degerleri belirlendi.

b. Cozeltiler

1. Belirteg: 25 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 tartildi. 12.5 mL
%95’lik etanolde ¢ozdiiriiliip tizerine 25 mL %85°lik H3PO, eklendi. Son
hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi. Bu derisik ¢ozeltidir.
Kullanilacagi zaman 5 kat sulandirildi.  Whatman no 1 filtreden

gecirildikten sonra kullanildu.

C. Spektrofotometrik ol¢iim

1. Kor, ornek ve standart tiipleri hazirlandi.
2. Kor tiipiine 0,1 mL distile su ve 5 mL belirteg eklendi. Ornek tiiplerine
0,1 mL homojenat ve 5 mL belirte¢ eklendi.
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3. Tiipler vortekslendikten sonra 5 dakika beklendi ve 595 nm’de

absorbanslar1 kore karst okundu.

d. Sonucun hesaplanmasi

1. Omek konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi igin protein standard:
olarak bovine serum albumin (BSA) 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,2 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandi.

2. Belirtegten 5 mL ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,1 mL
numaralandirilmis standart tiiplerine eklendi.

3. Vortekslenen tiipler 5 dakika bekledikten sonra 595 nm’de absorbanslari
okundu.

8. Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office
Excel 2007 programi kullanilarak grafige gecirildi ve asagidaki standart
grafigi elde edildi (Sekil 3.3).

4. Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandu.
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Sekil 3.3. Protein (BSA) standart grafigi
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3.2.8. KARACIGER DOKUSU SITOKROM C OLCUMU

Sitokrom c dl¢limii i¢in R&D Quantikine Elisa kiti kullanilmstir.

Ol¢iim Prensibi:

Olgiim, kantitatif sandvi¢ enzim immiin assay teknigine dayanmaktadir.
Orneklerde bulunan sitokrom c’nin zgiil monoklonal antikora baglanmasiyla baglanan

miktar1 6l¢iliir.

Ornek hazirlanmasi:

Apoptoz esnasinda sitokrom c¢ mitokondri membranindan sitozole salinir.
Calismamizda sitozole salinan ve mitokondride kalan sitokrom c¢ miktarlarini tespit
edebilmek i¢in Oncelikle karaciger dokusunda mitokondriyal ve sitozolik fraksiyonlar

elde edildi (162). Olgiimler her iki fraksiyonun siipernatantlari kullanilarak yapild.

a. Karaciger dokusundan mitokondriyal ve sitozolik fraksiyonlarin

hazirlanmasi

Soliisyonlar:

Buffer A: 20mmol/L HEPES-KOH (pH 7.5), 250mmol/L siikroz, 10mmol/L KClI,
1.5mmol/L MgCl,, Immol/L EDTA, 1mmol/L EGTA, 1mmol/L dithiothreitol, 0,1
mmol/L PMSF, 2ug/mL aprotinin ve Spg/mL pepstatin icermektedir.

Buffer B: 10mmol/L Tris (pH 8.0), %0,5 Nonidet P-40 ve 5mmol/L CaCl,

icermektedir.
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Mitokondriyal ve sitozolik fraksiyonlarm hazirlanmasi:

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

2. 1 gram doku i¢in 9 mL hacim olacak sekilde hesaplanan 2.7 mL Buffer A
ile homojenize edildi.

3. Homojenat, +4°C’de, 800 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatantlar alinip yeni tiiplere aktarild1 ve +4°C>de, 8000 x g’de 10
dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatant ve pellet ayrildi.

6. Siipernatantlar ultrasantrifiijde +4°C’de, 100000 x g’de 1 saat santrifiij
edildi.

7. Son siipernatant sitozolik fraksiyon olarak kullanildi.

8. Bir onceki adimda ayrilan pellet, ImL Buffer B’de ¢ozdiiriildii.

9. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant mitokondriyal

fraksiyon olarak kullanildi.

b.Ol¢iim Yontemi

a & w0 N e

Kit icerisindeki reaktifler hazirlandi.

Siipernatantlar 1/150 oraninda distile su ile dilue edildi.

Tiim 6rnekler kullanim 6ncesi oda 1s1sina getirildi.

Agilan mikroplate’de her kuyucuga 75 pL sitokrom c¢ conjugate pipetlendi.
Onceden numaralandirilarak belirlenen kuyucuklara 50 pL standart, kontrol
ve diliisyonlu 6rnekler eklendi.

Koruyucu strip ile kapatilarak oda 1sisinda 2 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda otomatik plate yikayicida bir kuyucuga bir seferde 400
puL yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi, plate ters ¢evrilip kurutma kagiti ile
kurutuldu.

Her kuyucuga 100 pL substrat soliisyonu eklendi. Karanlikta oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi.
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9. Her kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
10. 30 dakika i¢inde mikroplate okuyucuda 450 nm dalga boyunda absorbanslar

okundu.

¢. Sonucun hesaplanmasi

1. Mikroplate okuyucuya bagl bilgisayar yazilimi ile 4 parametre standart
egrisine gore otomatik olarak hesaplandi.

2. Hesaplanan bu sonuglar diliisyon faktorii olan 150 ile carpildi.

3. Hem sitozolik hem de mitokondriyal fraksiyonlarin total proteinleri
Bradford yontemiyle 1/50 diliisyon yapilarak o6l¢iildi (131). Son
hesaplamada diliisyon faktorii olan 50 ile garpilarak protein miktarlar
belirlendi.

4. Sitozolik ve mitokondriyal fraksiyonlarn 150 ile carpilan sonuglari,
protein miktarlarina oranlanarak bu fraksiyonlarin sitokrom c oranlari
ng/mg protein olarak hesaplandi.

5. Sonuglar, sitozolik fraksiyonun mitokondriyal fraksiyona orani olarak

verildi.

3.2.9. KARACIGER DOKUSU DNA FRAGMANTASYONU OLCUMU

DNA fragmantasyonu 6l¢iimiinde spektrofotometrik bir 6l¢lim metoduna dayanan

difenilamin reaksiyonu (20) kullanilmustir.

Ol¢iim Prensibi:
Temel olarak DNA’nin hidrolizi esasina dayanir. A¢iga ¢ikan 2-deoksi-riboz’lar
dehidrasyonla aldehite doniistiigiinde ortama eklenen difenilamin ile mavi renkli

bilesikler olusur (20). DNA konsantrasyonu arttik¢a mavi renk koyulagir.
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Ornek hazirlanmasa:

a.Doku homojenatinin hazirlanmasi

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

2. Ugzerlerine 2.7 mL lizis buffer (5mM Tris-HCI, 20mM 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 alind1 ve bagka bir
tiipe aktarildi.

5. Pellet ise intact DNA igeren kisimdi.

6. Siipernatantin ve pelletin  DNA igerikleri difenilamin reaksiyonu

kullanilarak olg¢iildii.

b.Cozeltiler

1. 0.5 N Perklorik asit: 43 pL perklorik asit alind1 ve distile su ile son hacim
1000 mL’ye tamamlandi.

2. Soliisyon A: 1.5 gram difenilamin, 100mL glasiyel asetik asitte ¢oziildii.
Uzerine 1,5 mL siilfiirik asit eklendi. Bu soliisyon karanlikta saklanir.

3. Soliisyon B: 50mL deiyonize su ile 1mL asetaldehit karigtirilarak

hazirlandi. Bu soliisyon taze kullanilir.

c.Spektrofotometrik ol¢iim

1. Sipernatantlarin DNA igeriginin dl¢timii
e Numaralandirilan 6rnek tiiplerine 1914 pL  siipernatant alindi,
iizerlerine 86 puL konsantre perklorik asit eklendi.

e Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi.
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e Kor ve drnek tiipleri 90°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatanttan 0.75 mL alindi, 0.75 mL Soliisyon A ve 3.75 pL
Soliisyon B eklendi.
e (Oda 1sisinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
orneklerin absorbanslar1 600 nm’de okundu (1, 6, 43, 123).
2. Pelletlerin DNA igeriginin ol¢iimii
e Numaralandirilan Pelletlerin iizerine 6 mL 0.5 N perklorik asit
eklendi.
e Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi
e Kor ve pellet tiipleri 90°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatanttan 0.75 mL alind1 (1/8 diliisyon), 0.75 mL Soliisyon A
ve 3.75 uL Soliisyon B eklendi.
Oda 1sisinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda orneklerin

absorbanslar1 600 nm’de kore kars1 okundu (1, 6, 43, 123).

d.Sonucun hesaplanmasi

1. Orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplayabilmek igin DNA standard: (calf
thymus) 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirland: .

2. Seri diliisyon 0,5 N perklorik asit ile yapildi.

3. 0,5 N perklorik asit eklenen ve farkli konsantrasyonlarda DNA standardi
iceren numaralandirilmis standart tiipleri ve 0,5 N perklorik asit iceren
kér tiipii, 90°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

4. 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatantlardan 0.75 mL alindi, 0.75 mL Soliisyon A ve 3.75 pL
Soliisyon B eklendi.

6. Oda 1sisinda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda

orneklerin absorbanslar1 kore kars1t 600 nm’de okundu.
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7. Elde edilen absorbanslarla konsantrasyon degerleri Microsoft Office
Excel 2007 programinda grafige gecirildi (Sekil 3.4).

8. Orneklerin konsantrasyonlar1 grafikten elde edilen dogrunun denklemi
kullanilarak hesaplandi.

9. Sonuglar, siipernatantlarin pelletlere oraninin 100’le c¢arpimi olarak

verildi.
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Sekil 3.4. DNA standart grafigi

3.2.10. WESTERN BLOT YONTEMI iLE CYP1A1’iN BELIRLENMESI

a.0l¢iim Prensibi

Yiikli molekiillerin elektriksel alanda ayrilmalar1 temeline dayanan elektroforez
teknigi proteinlerin ayrilmasi ve analizinde genis ¢apta kullanilir. Elektroforetik ayrima
(genelde SDS-PAGE) ugrayan proteinler ya dogrudan jel ilizerinde ya da sabit bir
yiizeye (nitroseliiloz ya da naylon membran) aktarildiktan (emdirildikten) sonra saptanir

ve analiz edilirler.
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Membrana emdirilen proteinlerin  uygun antikorlarla isleme sokularak
immiinolojik yoldan belirlenmesine Western emdirimi (blotting) denir.  Aktarim
yapildiktan sonra saptama islemine hazir hale getirilmis membran, once hedeflenen
proteine 6zgl birincil antikor ile reaksiyona sokulur. Sonra bu antikor da, renkli bir
iirtin ortaya koyabilen enzim (alkalen fosfataz ya da horseradish peroksidaz gibi) bagh
veya radyoaktif isaretli ikincil antikor ile isleme sokulur. Son agamada bu immiinolojik
etkilesim, enzim bagl ikincil antikor kullanilmissa enzimatik doniisiim araciligiyla,

radyoaktif isaretli ikincil antikor kullanilmigsa otoradyografik yontemle belirlenir (165).

b. Yontem

e Soliisyonlar

1. Ayirici jel soliisyonu (%10’luk)

= TEMED, 9uL

= Akrilamid/Bis akrilamid %30, 4mL
* %10 Amonyum persiilfat, 0.ImL

= %10 SDS, 0.1mL

= 1.5MTris (pH 8.8), 2.5mL

= Distile su

2. Yiikleme jeli soliisyonu (%5’lik)

» TEMED, 9uL

= Akrilamid/Bis akrilamid %30, 0.67mL
* %10 Amonyum persiilfat, 0.04mL

= %10 SDS, 0.04mL

= 1.5MTris (pH 6.8), 0.5mL

= Distile su
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3. Tank Tamponu

= 5X Tank tamponu i¢in 0.025 M Tris, 0.192 M glisin ve % 0.1
SDS ile hazirlanir ve pH 8.3’¢ ayarlanir.

4. Aktarici soliisyon

= Tris3.03¢g

= Glisin14.4¢g

= Metanol 200 mL
= Distile su

e Hepatik Mikrozom Hazirlama

=

o g~ w D

1 gram doku icin 3 mL RIPA lizis buffer kullanilarak dokular
+4°C°de homojenize edildi.

Homojenatlar, 30 dakika buz i¢inde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 +4°C°de 10 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant alindu.

Tekrar +4°C°de 10 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant alindi ve berraklasana kadar santrifiij islemi devam
ettirildi.

Son siipernatant 6l¢iim i¢in kullanildi.

e Elektroforez yontemi

Dikey elektroforez diizenegi aparatlar1 hazirlandi.

Jelin dokiilecegi kaset, jel dokme bolmesine yerlestirildi.
S1zdirmazlig1 kontrol edildi.

Hazirlanan ayirict jel soliisyonu dikey elektroforez diizeneginin
yarisina kadar dolduruldu.

Jel soliisyonunun hava ile temasin1 kesmek i¢in {izerine bidistile su

dokiildii.
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5. Polimerizasyon i¢in 30 dakika beklendi.

6. Polimerizasyondan sonra jelin iizerindeki su kurutma kagidina
emdirilerek uzaklastirildi.

7. Hazirlanan toplayict jel soliisyonu ayirict jelin iizerine dokiildii ve
uygun genislikteki tarak bu jele yerlestirildi.

8. Yiikleme jelinin polimerizasyonu i¢in 20 dakika beklendi.

9. Polimerizasyondan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi.

10. 5 kez sulandirilan 5X Tank tamponu elektrodlarin temas edebilecegi
yiikseklige kadar dolduruldu.

11. Polimerize jellerin bulundugu kaset, elektroforez aygitina
yerlestirildi.

12. 50 pg lizat alind1 ve 2X elektroforez tamponu ile karistirildi.

13. Karisim 4 dakika kaynatildi.

14. Her bir kuyucuga 25 pL kaynatilan karisim dikkatlice yiiklendi.

15. Sistem gii¢ kaynagina baglandi.

16. Elektroforez, protein yiikleme jelindeyken 80 Voltta, ayirict
jeldeyken 120 Voltta devam ettirildi.

e Transfer yontemi

Jelde bulunan proteinler nitroseliiloz membrana sandvi¢ diizenegi
yontemine gore aktarilarak sandvi¢ olugturma aparatina yerlestirildi.

1. Nitroseliiloz membran, whatman 3 kagidi ve siinger 30 dakika aktarici
soliisyon iginde bekletildi.

2. Aktarici soliisyon bidistile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

3. Elektroforez sonrasi jel, aktarict soliisyona alindi.

4. Transfer kasetine sirasiyla siinger, whatman 3, jel, nitroseliilloz membran
tekrar whatman 3 ve slinger konularak kaset kapatildi.

5. Kaset mini trans-blot’a yerlestirildi, 30 Volt, 90 Amper’de 18 saat
transfer i¢in bekletildi.

6. Siire sonunda nitroseliiloz membrana gec¢is panceau S boyasi ile kontrol

edildi. Jel commasie blue ile boyanarak proteinlerin yiiriimeleri gdzlendi.
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7.

Boyama isleminden sonra nitroseliiloz membran steril bidistile su ile

yikandi ve primer antikor baglantisi i¢in hazir hale getirildi.

e Antikor ile isaretleme yontemi

1.

10.
11.

12.

13.

Kuru nitroseliiloz membran 5-10 dakika steril bidistile su icerisinde
bekletildi.

Transfer yapilan nitroseliiloz membran western blot bloker tampon
sollisyonunda 1 saat bekletildi.

Bloklama soliisyonu uzaklastirildi.

Nitroseliilloz membran yikama soliisyonunda 1 kez 15 dakika ve 2 kez de
5’er dakika siiresince yikandi.

7,5 uL CYP1AL1 primer antikor ile 1.5 mL western blot bloker tamponu
karistirildi.

Transfer yapilan nitroseliiloz membran, primer antikor ve western blot
bloker tamponu ile 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 membran, yikama soliisyonunda 1 kez 15 dakika ve 2
kez de 5’er dakika siiresince yikandi.

3,5 uL sekonder antikor ile 1.5 mL western blot bloker tamponu
karigtirildt ve membran, sekonder antikor ve western blot bloker
tamponu ile 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 membran, yikama soliisyonunda 1 kez 15 dakika ve 2
kez de 5’er dakika siiresince yikandi.

Western blotting luminal soliisyonu hazirlandi.

Karanlik film odasinda membran iizerine western blotting luminal
soliisyonu eklendi ve 1 saat beklendi.

Western blotting luminal soliisyonundan alinan membran, karanlik odada
film kasetlerine vyerlestirildi ve {izerine film konarak proteinlerin
goriintiisti alind1.

Otomatik banyo film sisteminde filmlerin banyosu yapildu.
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14.Filmler, Synegene kemiluminesans gorlintileme cihazina alinarak
proteinlerin gdriintiileri bilgisayara aktarildi ve synegene software

programi araciligiyla protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.11. KARACIGER DOKUSU HIiSTOLOJIK PREPERATLARIN
HAZIRLANMASI

a. Doku Tespiti

Karaciger dokular1 cikarildiktan sonra rasgele Ornekleme yontemine gore
karacigerin tiim loblarindan kesitler alinarak %10’luk nétral formalin igine birakildi ve

24-48 saat formalin i¢inde bekletildi.

b. Doku Takibi

1. Yikama:

Dokular, formalin kalintilarindan arindirmak i¢in 1 saat akan

¢cesme suyunda yikandi.

2. Dehidratasyon:

Dokular artan derecelerdeki alkol serilerinden gegirildi.
70° alkol, 60 dk.

80° alkol, 60 dk.

90° alkol(1), 60 dk.

90° alkol(11), 60 dk.

96° alkol(1), 60 dk.

96° alkol(1l), 75 dk.

Absolii alkol(I), 60 dk.
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Absolii alkol(II), 75 dk.
3. Seffaflastirma:

Ksilol(1), 30 dk.
Ksilol(11), 30 dk.
Ksilol(111), 30 dk.

4. Parafin infiltrasyonu:

Parafin (1), 30 dk.
Parafin (1), 60 dk.
Parafin (111), 75 dk.

5. GOmme:

Dokular parafin i¢ine gdmiilerek blok haline getirildi.

c. Kesitlerin Alinmasi

1. Bloklanmis dokulardan mikrotom ile 4pm kalinhiginda kesitler
alind1.

2. Kesitler sicak su banyosuna alinarak (370C) acilmalar1 saglandi.

3. Su banyosundan alinan kesitler poly-L-lysinli lamlara alindi.

4. Kesitler, parafinin erimesi i¢in lam tagima sepeti i¢inde 60°C’lik
etlivde 2 saat bekletildi.

5. Kesitler ksilol serilerinden gegirilerek deparafinize edildi.

Ksilol(1), 30 dk.
Ksilol(11), 30 dk.
Ksilol(111), 30 dk.
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d. Boyama isleme

Deparafiize  isleminden  gecirilen  kesitler, hisolojik  yapinin

gbzlenebilmesi i¢in hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi.

Hematoksilen-Eozin Boyama Y ontemi:

1. Kesitler, hidratasyon ic¢in azalan dereceli alkol serisinden
gecirildi.
Absolii alkol, 1 dk.
Absolii alkol, 1 dk.
96° alkol(1), 1 dk.
96° alkol(l1), 1 dk.
90° alkol, 1 dk.
80° alkol, 1 dk.
60° alkol, 1 dk.
2. Kesitler, 2 dakika akan ¢esme suyunda yikandi.
3. Kesitler, boyama i¢in hematoksilen soliisyonunda 3 dakika
bekletildikten sonra tekrar akan ¢esme suyunda 2 dakika yikanda.
4. Kesitler, 1: 99 oranindaki asit (%1 HCI) — alkol (%70) karisimina
batirilip ¢ikarildi.
5. Daha sonra 1: 99 oranindaki amonyak (%1 NH3) — distile su
karisimina batirilip ¢ikarildi.
6. Akan ¢esme suyunda 2 dk yikanan kesitler, eozin soliisyonunda 2
dk boyandi.
7. Daha sonra kesitler, artan dereceli alkol serisinden gegirildi.
60° alkol, 1 dk.
80° alkol, 1 dk.
90° alkol, 1 dk.
96° alkol (1), 1 dk.
96° alkol (I1), 1 dk.
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Absolii alkol (I), 1 dk.
Absolii alkol (II), 1 dk.
8. Kaesitler, ksilolde seffaflagtirildi.

Ksilol (1), 1 dk.
Ksilol (11, 1 dk.
Ksilol (111), 1 dk.

9. Kesitler, entellan ile kapatilarak dokunun lam ve lamel arasinda

hava almadan uzun siire saklanabilecegi preperatlar elde edildi.

e. Doku inceleme ve Goriintiileme

Tim kesitler Olympus BH-2 marka fotomikroskop ile incelenerek

goriintiilendi.

3.2.12. iISTATISTIKSEL ANALIiZ

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde PASW 18.0 istatistik paket
programi kullanildi. Gruplarin varyans analizi One-Way Anova ile yapildi.
Coklu karsilastirmalarda LSD testi kullanildi. Parametrik verilerin normal
dagilip dagilmadigr Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanilarak
degerlendirildi. Parametrik veriler, ortalamatstandart sapma (SD, standard
deviation) olarak verildi. Non-parametrik veriler Kruskal Wallis ile test edildi ve
sonuglar median ile %25-%75 persentil olarak verildi. 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 halinde verilmistir.

4.1. SERUM ALT BULGUSU

Serum ALT degerleri bakimindan 30.glin 6rneklerinde grup 3 ve 4’tin ALT
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak c¢ok Onemli diizeyde azalmisti
(p<0,01). 60. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de 6nemli diizeyde azalma
(p<0,05 ), grup 4, 5 ve 6’da ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p<0,01) belirlendi. 90. giin
orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de dnemli diizeyde azalma (p<0,05 ) ve grup

6’da ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p<0,01) gozlendi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

4.2. SERUM AST BULGUSU

Serum AST degerleri bakimindan 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gére grup
3’de ileri derecede 6nemli artis (p<0,001) ve grup 4’te ¢cok 6nemli artis (p<0,01)
gozlenirken grup 3’e gore grup 4’de ¢ok Onemli azalma (p<0,01), 5 ve 6’da ileri
derecede onemli azalma (p<0,001) gozlendi. 120. giin 6rneklerinde ise kontrol grubuna
gore grup 3’de ileri derecede 6nemli artig (p<0,001), 4, 5 ve 6’da 6nemli diizeyde artig
(p<0,05) gozlenirken grup 3’e gore grup 4, 5, ve 6°da ileri derecede Onemli azalma

(p<0,001) gozlendi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).
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Tablo 4.1: Kontrol ve deney gruplarimin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait serum ALT degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

ALT (U/L)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 89,16+14,81 75,16+13,31 84,16+16,66 81,83+8,79 65,00+10,21
2.M. Yag Kontrol | 30 | 87,16+13,48 84,00+11,86"* | 80,00+15,81 87,33+13,00" 69,66+6,71
3.DAB+TCDD 30 | 73,33+15,79 52,16+7,49%%* 67,00+13,89* 64,16+13,04* 87,00+26,87
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 72,66+14,77 49,83+9,13%** 54,66+15,68** | 71,66+10,13 77,00+20,92
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 75,33+13,77 66,66+13,93 58,16+12,31*%* | 67,33x17,21 71,66+13,82
ODASHTEDDHRS | 30 | 756641537 84,00:16,85" | 56,0046,00¥* | 61,00610,20%* | 64,50+12,80

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gére fark
*: p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001 # p<0,05, #; p<0,01, " p<0,001
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Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait ALT degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.

Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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Tablo 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait serum AST degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

AST (U/L)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 195,33+32,70 164,16+24,82 148,16+49,12 158,16+17,61 148,16+26,36
2.M. Yagi Kontrol | 30 | 194,16+38,90 167,16+44,03 155,33+35,71 171,83+14,37" | 155,50+30,44""
3.DAB+TCDD 30 | 241,83+57,52 146,16+19,19 172,50+45,73 289,00+£70,83*** | 395 83+£90,08***
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 232,83+52,84 148,83+29,96 151,16+18,28 215,00+20,96**™ | 210,33+41,39* "
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 172,66+35,80 151,16+11,60 144,16+14,06 187,16+15,56™" | 216,16+42,73% "
6.DAB+TCDDIPE | 45 | 505 83+77,51 148,00+25,23 129,00£17,00 183,33+20,16™ | 212,66+34,66* "

+RA

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gore fark
*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait AST degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.

Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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4.3.SERUM ALP BULGUSU

Serum ALP degerleri bakimmdan 15. glin 6rneklerinde kontrol grubuna gore
grup 4’te 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) ve grup 6’da ileri derecede Onemli artis
(p<0,001) gozlenirken grup 3’e gore grup 5’de ¢cok dnemli diizeyde artis (p<0,01), grup
6’da ileri derecede Onemli artig (p<0,001) gozlendi. 30. giin orneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3’de onemli artis (p<0,05), 5 ve 6’da ¢ok Snemli artig (p<0,01)
belirlendi. 60. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 5 ve 6’da ¢ok Onemli
diizeyde artis (p<0,01), grup 3’e gore grup 5’de Onemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup
6’da ¢ok onemli diizeyde artis (p<0,01) belirlendi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna
gore grup 4’de onemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup 5’te ¢ok dnemli diizeyde artig
(p<0,01) gozlenirken grup 3’e gore de grup 4 ve 5’de ¢ok 6nemli diizeyde artis (p<<0,01)
gozlendi. 120.glin Orneklerinde ise grup 5 ve 6’da Onemli diizeyde artis (p<0,05)
belirlendi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.3).

4.4.SERUM LDH BULGUSU

Serum LDH degerleri bakimindan kontrol grubuna gore 15.glin 6rneklerinde
grup 4’te onemli diizeyde artis (p<0,05) belirlenirken, 30.giin 6rneklerinde grup 3 ve
6’da ileri derecede onemli azalma (p<0,001 ), grup 4 ve 5’de ¢ok Onemli diizeyde
azalma (p<0,01) belirlendi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3, 4 ve
6’da ileri derecede dnemli azalma (p<0,001) ve grup 5’te ¢ok 6nemli diizeyde azalma
(p<0,01) gozlendi. 120. giin 6rneklerinde ise kontrol grubuna gore grup 3, 4 ve 6°da
ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001) ve grup5’te 6nemli diizeyde azalma (p<0,05)

belirlendi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4).
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Tablo 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait serum ALP degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

ALP (U/L)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 461,16+84,39 500,83+128,67 434,33+147,60 583,33+64,64 517,16+97,16
2.M. Yagi Kontrol | 30 | 474,50+£102,99 587,16+157,08 458,00+76,36 526,16+86,42 443,33+73,36
3.DAB+TCDD 30 | 396,50+65,58 661,00+137,05* 482,33+75,06 542,16+144,11 557,83+108,44
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 325,66+68,32* 596,00+62,50 462,33+82,09 712,66+114,24*" | 609,33+109,86
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 570,66+109,21% 752,66+108,39** | 655,16+£110,95%*" | 751,66+93,32+*™ | 677,00+111,66*
6.DAB+TCDDHIPE | 5y | 6o 334124 304+ | 784,33160,01%* | 670,83+166,42%** | 652,16-60,54 | 654,50+101,11*

+RA

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gore fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait ALP degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.
Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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Tablo 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait serum LDH degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

LDH (U/L)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 2089,83+275,37 | 2507,83+421,59 1700,16+432,34 2771,33+535,88 2561,33+396,52
2.M. Yagi Kontrol | 30 | 2419,50+284,64 | 2288,16+416,90"" | 1653,00+£350,99 2858,50+751,42"* | 2648,50+987,38"
3.DAB+TCDD 30 | 2395,66+608,88 | 951,83+417,67*** | 1116,83+629,39 1205,50+752,17*%* | 1220,66+418,43%**
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 2631,00+352,30* | 1455,83£670,44** | 1547,33+751,47 808,50+114,53*** | 721,50+243,68***
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 2025,83+393,75 | 1621,66+681,85**" | 1341,50+655,71 1557,33+796,31%* | 1779,16+592,28*
6.DAB+TCDDHIPE | o4 | 1975 66133248 | 616,83+296,75%%* | 1439,004701,16 | 842,33195,03%** | 1265,83+451,45%**

+RA

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gére fark
*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait LDH degerleri

Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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4.5. PLAZMA VEGF BULGUSU

Plazma VEGF degerleri bakimindan 15. giin 6rneklerinde kontrol grubuna goére
grup 3’de 6nemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup 6’da c¢ok Onemli diizeyde artis
(p<0,01) belirlendi. 30. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 6’da ¢ok 6nemli
diizeyde artis (p<0,01) gozlendi. 60. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 6’da
onemli diizeyde artis (p<0,05) ve grup 3’te ileri derecede Onemli artis (p<0,001)
gozlenirken, grup 3’e gore grup 4’de ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001), grup 5°de
cok onemli azalma (p<0,01) ve grup 6’da 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) gozlendi.
90. giin orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’te ¢ok onemli diizeyde artis (p<0,01)
belirlenirken, grup 3’e gore grup 4’de ¢ok onemli diizeyde azalma (p<0,01) ve grup
5’de 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) belirlendi. 120. giin 6rneklerinde kontrol grubuna
gore grup 3’de ileri derecede 6nemli artis (p<<0,001), grup 5 ve 6’da ¢ok dnemli diizeyde
artis (p<0,01), gozlenirken grup 3’e gore grup 4’de ileri derecede Onemli azalma
(p<0,001), grup 5 ve 6’da ¢cok dnemli diizeyde azalma (p<0,01) gbzlendi (Tablo 4.5 ve
Sekil 4.5).

4.6. PLAZMA MMP2 BULGUSU

Plazma MMP2 degerleri bakimindan 15. ve 30. giin orneklerinde gruplar
arasinda fark yoktu. 60. glin orneklerinde kontrol grubuna gore grup 6’da Snemli
diizeyde azalma (p<0,05), grup 3’e gore grup 5’de Onemli diizeyde artis (p<0,05)
belirlendi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ileri derecede onemli
artis (p<0,001), grup 4 ve 5’te dnemli diizeyde artis (p<0,05) belirlenirken, grup 3’e
gore grup 6’da ise ¢ok Onemli diizeyde azalma (p<0,01) belirlendi. 120. giin
orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3, 4, 5 ve 6’da ileri derecede onemli artis
(p<0,001) gozlenirken, grup 3’e gore grup 4, 5 ve 6’da ileri derecede dnemli azalma

(p<0,001) gozlendi (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).
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Tablo 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait plazma VEGF degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

+RA

VEGF (pg/mL)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 13,06+1,90 14,10+1,83 14,40+1,44 14,93+1,45 14,84+1,05
2.M. Yag Kontrol | 30 | 12,36=1,24" 14,49+1,97 14,70+0,82%# 14,35+1,76" 14,62+1,45"
3.DAB+TCDD 30 | 15,64+1,91% 15,64+1,73 18,34+1,75%** | 17,86+1,47%* 19,79+1,53% %
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 13,10+2,02 13,55+2,05 14,48+1,15"* 15,36+0,80"" 13,66+1,53"
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 14,38+2,03 16,00+1,72 15,79+2,09" 15,77+1,17" 17,26+1,19%*
6.DAB+TCDDHIPE | o4 | 160541 41%% [ 17,142120%*% | 16.4041,64*" | 1641122 17,12:1,03%%*

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gére fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *; p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120
Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001

. gline ait VEGF degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.
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Tablo 4.6. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait plazma MMP-2 degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

MMP-2 (ng/mL)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 203,06+21,89 189,33+20,18 154,60+13,17 144,91+18,84 140,16+12,60
2.M. Yagi Kontrol | 30 | 203,25+25,09 186,83+13,90 153,16+15,98 131,03+11,93"* | 150,50+15,33"
3.DAB+TCDD 30 | 208,16+11,54 175,28+12,46 144,16+13,07 190,90+14,80%** | 226,16:£13,70%**
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 206,25+27,50 175,13+31,81 138,78+6,18 170,66+14,94* 190,16+13,04 %%
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 205,18+25,54 179,13+27,43 161,31+17,28" 172,50+25,41%* 190,26+20,04 %+
ODAB+TCDDHIPS | 50 | 1870541676 | 103,00+14,14 138,16+14,63% | 148,10424,79" | 185,00418,62%**

+RA

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gére fark

*: p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait MMP-2 degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.

Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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4.7. KARACIGER DOKUSU MDA BULGUSU

Karaciger dokusu MDA degerleri bakimindan 15. giin drneklerinde gruplar
arasinda fark yoktu. 30. giin orneklerinde kontrol grubuna gore grup 5’te 6nemli
diizeyde azalma (p<0,05) gozlenirken, grup 3’e gore de grup 5’de ¢ok 6nemli diizeyde
azalma (p<0,01) gozlendi. 60. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’te 6nemli
diizeyde artis (p<0,05), grup 4’de 6nemli diizeyde azalma (p<0,05), grup 5 ve 6°da ileri
derecede 6nemli azalma (p<0,001) belirlendi. 60. giin 6rneklerinde grup 3’e goére grup
4, 5 ve 6’da yine ileri derecede Onemli azalma (p<0,001) mevcuttu. 90. giin
orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’te onemli diizeyde artis (p<0,05), grup 4 ve
6’da ¢ok Onemli diizeyde azalma (p<0,01) gozlenirken, grup 3’e gore grup 4 ve 6’da
ileri derecede dnemli azalma (p<0,001) ve grup 5’de dnemli diizeyde azalma (p<0,05)
gozlendi. 120. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3°te ¢ok Onemli diizeyde
artis (p<0,01) mevcuttu. Kontrol grubuna goére grup 4’de ¢ok onemli diizeyde azalma
(p<0,01), grup 5 ve 6°da ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001) gozlenirken, grup 3’e
gore de grup 4, 5, ve 6’da ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001) gozlendi (Tablo 4.7
ve Sekil 4.7).

4.8. KARACIGER DOKUSU SIiTOKROM C BULGUSU

Karaciger dokusu sitokrom ¢ degerleri bakimindan 15. giin 6rneklerinde gruplar
arasinda fark yoktu. 30. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3, 4, 5 ve 6’da ileri
derecede onemli artis (p<<0,001) belirlendi. Grup 3’e gore degerlendirildiginde ise grup
4’de c¢ok Onemli diizeyde artis (p<0,01), grup 5 ve 6°da ileri derecede Onemli artig
(p<0,001) belirlendi. 60. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’te Onemli
diizeyde azalma (p<0,05), grup 4, 5 ve 6’da ileri derecede 6nemli artis (p<0,001)
gozlenirken, grup 3’e gore grup 4, 5, ve 6°da ileri derecede onemli artis (p<0,001)
gozlendi. 90. giin orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’te ¢ok Onemli diizeyde

azalma (p<0,01), grup 4, 5 ve 6°da ileri derecede onemli artis (p<<0,001) mevcutken
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grup 3’e gore grup 4, 5, ve 6’da ileri derecede onemli artig (p<<0,001) vardi. 120. giin
orneklerinde grup 3’te ¢cok dnemli diizeyde azalma (p<0,01), grup 4, 5 ve 6’da ileri
derecede onemli artis (p<<0,001) ve yine grup 3’e gore grup 4, 5, ve 6’da ileri derecede

onemli artis (p<0,001) belirlendi (Tablo 4.8 ve Sekil 4.8).
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Tablo 4.7. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait karaciger dokusu MDA degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

Karaciger MDA (ng/mg protein)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN

n (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

1.Kontrol 30 | 31,49+3,43 37,21+2,05 48,5443 30 34,35+2,80 45,64+3,59

2.M. Yagi Kontrol | 30 | 33,19+2,34 35,99+4,23" 48,48+4 41" 33,25+2,03" 46,50+2,66"

3.DAB+TCDD 30 | 34,66+3,16 39,56+3,39 53,90+5,33* 38,16+2,47* 53,29:6,20%*
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 35,90+5,76 38,89+3,39 42,9943 36* % | 28,19+3 83%* ™ | 36 40+3 40%* "
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 32,67+2,05 33,47+2,41%™ 32,834, 12+ | 33 1944 39 32,73+5,43 %%
POABTTEDDHIFS | 30 | 35,7424.08 37,14+2,71 36,0014,23 % | 09 141 gExr## | 27 8643 | 3kixt

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gére fark *; Grup 3’e gore fark
*: p<0,05, **; p<0,01, ***: p<0,001 # p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait MDA degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.

Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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Tablo 4.8. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait karaciger dokusu Sitokrom c degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirmesi

Sitokrom c (sitozol/mitokondri)

+RA

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR n (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 0,89+0,11 0,95+0,09 0,98+0,09 0,98+0,05 0,96+0,04
2.M. Yagi Kontrol | 30 | 0,91+0,09 0,97+0,08™ 1,00+0,07" 1,000,117 0,95+0,07"
3.DAB+TCDD 30 | 0,93+0,14 1,25+0,05%%* 0,86+0,08%* 0,82+0,05%* 0,80-+£0,05%*
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 0,9+0,10 1,43£0,12%% % | 1 3740 04+ %% | 1 2810, 04%%+ % | 1 3040 (9"
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 0,93+0,10 1,57+0,06% %+ % | 1 3940 07#**™* | 1 30+ 0,04%*+ ™ | 1 33+( (9# "
6.DAB+TCDDHIPE | 55 | 974009 1,65:0,06%4 4% | 14240 0755 ## | 1 3010, 10xrx# | 1 410,10

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gore fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

# p<0,05, *; p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.8. Kontrol ve deney gruplarimin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait Sitokrom ¢ degerleri. Kontrole gére fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c¢; p<0,001. Grup 3’e gore
fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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4.9. KARACIGER DOKUSU DNA FRAGMANTASYONU BULGUSU

Karaciger dokusu DNA fragmantasyonu degerleri bakimindan 15. giin
orneklerinde gruplarda kontrol grubuna goére fark gozlenmezken grup 3’e gore grup
6’da ¢ok onemli diizeyde azalma (p<0,01) belirlendi. 30. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3’te ileri derecede dnemli artis (p<0,001), grup 3’e gore grup 4 ve
6’da ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001) ve grup 5’de ¢cok dnemli diizeyde azalma
(p<0,01) gozlendi. 60. giin 6rneklerinde kontrole gore grup 3’de ileri derecede dnemli
azalma (p<0,001), grup 4 ve 5’te ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p<0,01), grup 6’da ise
ileri derecede onemli artis (p<<0,001) vardi. 60. giin 6rneklerinde grup 3’e gore grup 4 ve
5’de ¢ok Onemli diizeyde artis (p<0,01), grup 6’da ise ileri derecede Onemli artig
(p<0,001) mevcuttu. 90.giin 6rneklerinde kontrole gore grup 3’de ileri derecede dnemli
azalma (p<0,001), grup 4 ve 5’te ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p<0,01), grup 6’da ise
ileri derecede 6nemli artis (p<0,001) vard1. 90. giin 6rneklerinde grup 3’e gore grup 4, 5
ve 6’da ileri derecede onemli artig (p<<0,001) belirlendi. 120. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3’de ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001), grup 4, 5 ve 6’da ise
hem kontrol grubuna hem de grup 3’e gore ileri derecede 6nemli artig (p<0,001)

belirlendi (Tablo 4.9 ve Sekil 4.9).

4.10. KARACIGER DOKUSU CYP1A1 ENZIM EKSPRESYONU

Karaciger dokusu CYP1AI protein degerleri bakimidan 15. giin 6rneklerinde
kontrol grubuna goére grup 3’te ileri derecede 6nemli artis (p<0,001), grup 3’e gére grup
4 ve 6’da ¢ok onemli diizeyde azalma (p<0,01), grup 5°de ileri derecede 6nemli azalma
(p<0,001) gozlendi. 30. giin orneklerinde kontrol grubuna gére grup 3’de ¢cok Snemli
diizeyde artis (p<0,01), grup 3’e gbre grup 4, 5 ve 6’da 6nemli diizeyde azalma (p<0,05)
mevcuttu. 60. giin drneklerinde kontrol grubuna goére grup 3, 4, 5 ve 6°da ileri derecede
onemli azalma (p<0,001) gozlendi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gdre grup 3’de

ileri derecede onemli azalma (p<0,001), grup 4, 5 ve 6’da ¢ok 6nemli diizeyde azalma
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(p<0,01) gozlenirken, grup 3’e gore grup 4 ve 5’de ¢ok dnemli diizeyde artis (p<0,01),
grup 6’da ileri derecede onemli artis (p<0,001) mevcuttu. 120. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3, 4, 5 ve 6’da ileri derecede 6nemli azalma (p<0,001), grup 3’e gore
ise grup 4, 5 ve 6’da ileri derecede onemli artis (p<0,001) belirlendi (Tablo 4.10 ve
Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).
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Tablo 4.9. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait karaciger dokusu DNA fragmantasyonu degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

DNA fragmantasyonu (siipernatant/pelletX100)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR 0 (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 1,02+0,04 1,03+0,14 1,11+0,06 0,95+0,08 0,95+0,07
2.M. Yag Kontrol | 30 | 0,94+0,06™ 1,050,05" 1,10+0,08" 0,96+0,05" 0,94+0,07"
3.DAB+TCDD 30 | 1,11+0,12 1,35+0,06%%* 0,85:0,03 *** 0,67+0,06%** 0,750,043
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 1,10+0,07 0,96+0,18" 0,98+0,07%** 0,83+0,04%*## | 1 281() (2 #H
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 1,10+0,13 1,10£0,13% 0,99+0,06** ™ | 0,85+0,06%* ™% | 1 33+0,04% "
E'SAABJ’TCDD*'% 30 | 0.91.40,09™ 1,06:0,08" 1,2720,05%+% 5% | 1 1700,02%%+##% | 1 4940 Q5H**"#

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gore fark *; Grup 3’e gére fark
*: p<0,05, **; p<0,01, ***: p<0,001 # p<0,05, *; p<0,01, **: p<0,001
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Sekil 4.9. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. glinlere ait DNA fragmantasyonu degerleri.
Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001. Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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CYP1A1

15.Gin 30.Gun 60.Gun 90.Gun 120.Gun

Sekil 4.10. Kontrol gruplarimin 15., 30., 60., 90. ve 120. giinlere ait CYP1A1 proteinlerinin antikorla isaretlendigi film goriintiisii

R e w— I s 56 kda
CYP1A1
15.Giin 30.Giin 60.Glin 90.Glin 120.Gin

Sekil 4.11. Grup 3’iin 15., 30., 60., 90. ve 120. giinlere ait CYP1A1 proteinlerinin antikorla isaretlendigi film goriintiisii
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Tablo 4.10. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. gline ait karaciger dokusu CYP1A1 enzim ekspresyonu degerleri ve istatistiksel degerlendirmesi

CYP1A1 (pg/mL)

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR N (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol 30 | 28,14+1,18 28,90+2,14 33,64+2,00 31,75+1,39 33,99+3,23
2.M. Yag Kontrol | 30 | 28,42+1,29" 28,78+2,23" 33,75+2,50" 32,42+1,62" 33,65+2,54"
3.DAB+TCDD 30 | 31,76+1,79%** | 32,60+1,83** 27,39+1,46%%% | 24,03+1,85%%% | 19,30+2,24%**
4.DAB+TCDD+IP6 | 30 | 28,65+1,65™ 30,21+1,27" 28,80:+1,90%** | 27,61+2,10%%™ | 26,10+1,69%%***
5.DAB+TCDD+RA | 30 | 28,18+1,67" 29,80+1,73" 28,71+1,68%** | 28,10+£1,96%%™ | 26,72+ 91 %**
ODAB+TCDDHIPE | 50 | 28.0261.80% | 2075:2.36* 20,101 27%%% | 28 46£2,05%+ %% | 27 7042 05%%#

+RA

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi. *; kontrole gére fark *; Grup 3’e gore fark
# p<0,05, *: p<0,01, **: p<0,001

*: p<0,05, **: p<0,01, ***; p<0,001
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Sekil 4.12. Kontrol ve deney gruplarinin 15.,30.,60.,90. ve 120. giine ait CYP1A1 degerleri. Kontrole gore fark: a; p<0,05, b; p<0,01, c; p<0,001.
Grup 3’e gore fark: d; p<0,05, e; p<0,01, f; p<0,001
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4.11. KARACIGERDE HIiSTOLOJIiK BULGULAR

Calismamizdaki karaciger doku ornekleri H&E boyama yontemiyle incelendi.
Patolojik degisiklikler, 0/1/2/3/4 pozitif [0(yok),+ (hafif),++ (orta),+++ (belirgin),++++
(siddetli)] olarak degerlendirildi. Tiim gruplar, hiicresel dejenerasyon, iltihabi hiicre
infiltrasyonu, nekroz ve preneoplastik fokus bakimindan degerlendirilmis olup sonuglar

tablo halinde verilmistir (Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13, Tablo 4.14).

Hiicresel dejenerasyon bakimindan kontrol gruplarinda herhangi bir dejeneratif
bulguya rastlanmadi (Sekil 4.13). 15. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3 ve
5’de 6nemli diizeyde artis (p<0,05) mevcuttu (Sekil 4.14). 30.giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3 ve 6’da ¢ok dnemli diizeyde artis (p<0,01), grup 4 ve 5’de 6nemli
diizeyde artis (p<0,05) gozlendi. 60. giin drneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de
cok onemli diizeyde artig (p<<0,01), grup 4, 5 ve 6’da 6nemli diizeyde artis (p<0,05)
belirlendi (Sekil 4.15). 90. giin orneklerinde kontrol grubuna goére grup 3’de ileri
derecede 6nemli artis (p<<0,001), grup 4 ve 5’de ¢cok dnemli diizeyde artis (p<<0,01), grup
6’da 6nemli diizeyde artis (p<0,05) gozlenirken grup 3’e gore grup 6’da dnemli diizeyde
azalma (p<0,05) gozlendi. 120. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ¢ok
onemli diizeyde artis (p<0,01), grup 4 ve 5’de 6nemli diizeyde artis (p<<0,05) , grup 3’e
gore ise grup 6’da O6nemli diizeyde azalma (p<0,05) belirlendi (Sekil 4.16), (Tablo
4.11).

[ltihabi hiicre infiltrasyonu kontrol gruplarinda gézlenmedi. Grup 3’de 60. giin,
orneklerinde kontrol grubuna gore ¢ok 6nemli diizeyde artig (p<0,01) mevcuttu. 60. giin
orneklerinde grup 3’e gore grup 5’de 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) ve grup 6’da ¢ok
onemli diizeyde azalma (p<0,01) gozlendi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore
grup 3 ve 4’de ¢cok onemli diizeyde artis (p<0,01) ve grup 6’da 6nemli diizeyde artis
(p<0,05) belirlendi. 120. giin érneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ¢ok onemli
diizeyde artis (p<0,01), 4 ve 5’de 6nemli diizeyde artis (p<<0,05), grup 3’e gore grup
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6’da ise dnemli diizeyde azalma (p<0,05) belirlendi (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19,
Sekil 4.20), (Tablo 4.12).

Nekrotik bulgu kontrol gruplarinda gozlenmedi. 30. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3’de ¢ok onemli diizeyde artis (p<<0,01), grup 3’e gore grup 4’de ¢ok
onemli diizeyde azalma (p<0,01), grup 5 ve 6’da dnemli diizeyde azalma (p<0,05)
gozlendi. 60. giin orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3 ve 4’de 6nemli diizeyde
artis (p<0,05) mevcuttu. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ¢ok
onemli diizeyde artis (p<0,01), grup 4 ve 6’da dnemli diizeyde artis (p<0,05) belirlendi.
Grup 3’e gore ise grup 5’de 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) goézlendi. 120. giin
orneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ileri derecede onemli artis (p<0,001)
(Sekil 4.21) ve grup 4’de 6nemli diizeyde artis (p<0,05), grup 3’e gore ise grup 5’de
onemli diizeyde azalma (p<0,05) mecuttu (Tablo 4.13).

Preneoplastik fokus bakimindan kontrol gruplarinda herhangi bir bulguya
rastlanmadi. 90. giin 6rneklerinde kontrol grubuna gore grup 3’de ileri derecede 6nemli
artis (p<0,001), grup 3’e gore ise grup 4 ve 5’de ¢cok 6nemli diizeyde azalma (p<0,01),
grup 6’da 6nemli diizeyde azalma (p<0,05) gozlendi. 120. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore grup 3’de ileri derecede onemli artis (p<0,001) (Sekil 4.22, Sekil 4.23,
Sekil 4.24), grup 3’e gore grup 4, 5 ve 6’da ¢ok onemli diizeyde azalma (p<0,01)
belirlendi (Tablo 4.14).
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Tablo 4.11. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait hiicresel dejenerasyon skorlarimin istatistiksel degerlendirmesi

HUCRESEL DEJENERASYON

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol
0 (0-0) 0(0-0,5) 0,5(0-1) 0(0-0) 0(0-1)
2.M. Yag1 Kontrol
& 0 (0-0) * 0(0-0,25)"* 0(0-1)"* 0(0-0) *** 0(0-0,25)
3.DAB+TCDD
1(0-1) * 1,5(1-2,25)** 2 (1,75-2,25)** 3(2-4)*** 3,5(2-4)***
4. DAB+TCDD+IP6
0 (0-1) 1(1-1,25)* 1(1-2)* 1(1-2)** 1,5(1-2,25)*
5.DAB+TCDD+RA
1(0-1)* 1(1-1,25)* 1(1-2)* 1(1-2)** 2(1-2)*
6.DAB+TCDD+IP6 , .
+RA 0,5(0-1) 1,5(1-2)** 1,5(1-2)* 1(1-1,25)* 1,5(0,75-2)

Her bir grubun degeri median ile (25.-75.) persentil olarak tanimlandi. *; kontrole gore fark #; Grup 3’e gore fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

#; p<0,05, ##; p<0,01, ###; p<0,001
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Tablo 4.12. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait iltihabi hiicre infiltrasyonu skorlarinin istatistiksel degerlendirmesi

ILTIiHABIi HUCRE INFILTRASYONU

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol

0(0-0) 0(0-0) 0(0-0,25) 0(0-0) 0(0-1)

2.M. Yag1 Kontrol " s

0(0-0,25) 0(0-0) 0(0-0,25) 0(0-1) 0(0-0,25)
3.DAB+TCDD

0,5(0-1) 0,5(0-1) 1,5(0,75-2,25)** 2(0-4)** 2,5(1,75-4)**
4.DAB+TCDD+IP6

0(0-0,25) 0(0-0,25) 0,5(0-1,5) 1(1-1,25)** 1,5(1-2,25)*
5.DAB+TCDD+RA 4

0,5(0-1) 0(0-2) 0(0-1) 0(0-1,25) 1,5(0,75-3)*
6.DAB+TCDD+I1P6 " . 4
+RA 0(0-1) 0,5(0-1,25) 0(0-0,25) 1,5(0-3) 0,5(0-2)

Her bir grubun degeri median ile (25.-75.) persentil olarak tanimlandi. *; kontrole gore fark #; Grup 3’e gore fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

#; p<0,05, ##; p<0,01, ###; p<0,001
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Tablo 4.13. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait nekroz skorlarinin istatistiksel degerlendirmesi

NEKROZ
15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol
0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
2.M. Yag1 Kontrol
& 0(0-0) 0(0-0) ™ 0(0-0)* 0(0-0) 0(0-0) "
3.DAB+TCDD
0(0-0) 1(1-1)** 1(0-1)* 2(1-2)** 2(1-2)***
4. DAB+TCDD+IP6 Wy
0(0-0) 0(0-0) 1(0-1)* 1(0-1)* 1(0-1)*
5.DAB+TCDD+RA o . .
0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 0,5(0-1) 0,5(0-1)
6.DAB+TCDD+IP6 .
+RA 0(0-0) 0(0-1) 0,5(0-1) 1(0-1)* 1(0-1)

Her bir grubun degeri median ile (25.-75.) persentil olarak tanimlandi. *; kontrole gore fark #; Grup 3’e gore fark
*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001 #; p<0,05, ##; p<0,01, ###; p<0,001
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Tablo 4.14. Kontrol ve deney gruplarinin 15., 30., 60., 90. ve 120. giine ait preneoplastik fokus skorlarinin istatistiksel degerlendirmesi

PRENEOPLASTIK FOKUS

15.GUN 30.GUN 60.GUN 90.GUN 120.GUN
GRUPLAR (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1.Kontrol

0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
2.M. Yagi1 Kontrol

gt oMo 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) *#*

3.DAB+TCDD

0(0-0) 0(0-0) 0(0-1,25) 2(1,5-2,25)*** | 2,5(1-3,25)***
4.DAB+TCDD+IP6 o o

0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0,5) 0(0-1,75)
5.DAB+TCDD+RA s s

0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0,25) 0(0-1,25)
6.DAB+TCDD+IP6 . s
+RA 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1)

Her bir grubun degeri median ile (25.-75.) persentil olarak tanimlandi. *; kontrole gore fark #; Grup 3’e gore fark

*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001

#; p<0,05, ##; p<0,01, ###; p<0,001
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Sekil 4.13. Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii karaciger dokusu (120.giin 6rneklerinden,
H&E, x4 Orjinal biiyiiltme). v; vena sentralis

Sekil 4.14. Grup 3’¢ ait hiicresel dejenerasyon bulgusu (15.gilin érneklerinden, H&E, x4 Orjinal
biiyiiltme) v; vena sentralis, y1ldiz; hiicresel dej. alam
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Sekil 4.15. Grup 3’c ait ait hiicresel dejenerasyon bulgusu (60.giin 6rneklerinden, H&E, x10
Orjinal bityiiltme) yildiz; hiicresel dej. alam

Sekil 4.16. Grup 3’e ait ait yogun hiicresel dejenerasyon bulgusu (120.giin 6rneklerinden, H&E,
x10 Orjinal bityiiltme)
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Sekil 4.17. Grup 3’e ait iltihabi hiicre infiltrasyonu bulgusu (120.giin 6rneklerinden, H&E, x20
Orjinal biiyiiltme) ok; iltihabi hiicre infiltrasyonu, yildiz; hiicresel dejenerasyon alani

Sekil 4.18. Grup 4’¢ ait iltihabi hiicre infiltrasyonu bulgusu (120. giin 6rneklerinden H&E, x20
Orjinal biiytiltme). Ok; iltihabi hiicre infiltrasyonu, yildiz; hiicresel dejenerasyon alani.

107



Sekil 4.19. Grup 5’e ait iltihabi hiicre infiltrasyonu bulgusu (120. giin 6rneklerinden H&E, x10
Orjinal bityiiltme). Ok; iltihabi hiicre infiltrasyonu, iiggen; nekroz alani.

Sekil 4.20. Grup 6’ya ait iltihabi hiicre infiltrasyonu bulgusu (120. giin drneklerinden H&E, x10
Orjinal biiyiiltme). Ok; iltihabi hiicre infiltrasyonu, yildiz; hiicresel dejenerasyon, iiggen; nekroz
alani.
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Sekil 4.21. Grup 3’e ait nekroz ve iltihabi hiicre infiltrasyonu bulgusu (90. giin drneklerinden
H&E, x10 Orjinal bityiiltme) yildiz; hiicresel dejenerasyon alani, iggen; nekroz alani, ok; iltihabi
hiicre infiltrasyonu.

Sekil 4.22. Grup 3’¢ ait nodiiler yapt seklinde prencoplastik fokus bulgusu (90. giin
orneklerinden H&E, x10 Orjinal biiyiiltme) iki ok arasi; preneoplastik fokus alani.
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Sekil 4.23. Grup 3’e ait nodiiler yap1 seklinde preneoplastik fokus bulgusu (120. giin
orneklerinden H&E, x10 Orjinal biiyiiltme) iki ok arasi; preneoplastik fokus alani

Sekil 4.24. Grup 3’e ait nodiiler yapi1 seklinde preneoplastik fokus bulgusu (120. giin
orneklerinden H&E, x4 Orjinal bilyiiltme) iki ok arasi; preneoplastik fokus alani
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5. TARTISMA

Bu boélimde, p-DAB ve TCDD’yi subkronik olarak uyguladigimiz
calismamizdaki 5 belirli 6rnek alim zamani i¢in retinil asetat ve inositol-6-fosfatin ALT,
AST, ALP, LDH, VEGF, MMP-2, MDA, Sitokrom c, DNA Fragmantasyonu, CYP1Al
enzim ekspresyonu ile histolojik olarak dejeneratif bulgular, iltihabi hiicre infiltrasyonu,
nekroz ve preneoplastik fokus bakimindan karaciger dokusuna etkileri sirasiyla

karsilastirilip tartisilacaktir.

ALT

Bir transaminaz olan ALT’nin yiikselen seviyeleri hepatoseliiler hasarin en
duyarli gostergesi olarak bilinir. Ancak yiiksek ALT seviyesine bakarak hasarin
sebebini belirlemek miimkiin degildir. Ustelik ALT yiiksekligine bakarak karaciger
hastaliginin sathasi ya da kronikligi belirlenemez. Karaciger hasarinin varligina ragmen
siklikla hatali-normal (false-normal) degerler Olgiilebilmektedir. Bu hatali-normal
sonuglart olusturan cesitli sebepler mevcuttur.  Bu sebeplerden biri karaciger
parankimasinin asir1 kaybi olabilecegi gibi, toksinlerin neden oldugu hepatoseliiler
enzim sentezinin engellenmesi ve/veya tiikketilmesi de bir diger sebep olabilmektedir
(98). TCDD ile yapilan 6nceki ¢alismalardan bazilarinda normal ALT degerlerinin yan
sira (189), azalmis ALT degerleri hem akut hem de subkronik dozlarda gozlenmistir
(40,166). Farelere 120 giin siiresince DAB vererek 6rnek alim zamanlar1 agisindan
bizim ¢alismamiza benzer bir ¢aligma yapmis olan Biswas ve Khuda-Bukhsh’a gore
60. ve 120. giin 6rneklerinde 7, 15, 30 ve 90. giin 6rneklerine kiyasla karacigerde ALT
ve AST azalmig ancak her 6rnek alim zamaninda kendi kontrollerine gore artmistir (16).
DAB’1n tiimor baslatici olarak subkronik dozda uygulandigi bir bagka ¢alismada ise
karacigerde ALT degerlerinin arttig1 gosterilmistir (132).
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Calismamizda 15. ve 120. giin 6rneklerinde serum ALT seviyeleri agisindan
gruplar arasinda fark yoktu. DAB+TCDD grubunda 30., 60. ve 90. giin 6rneklerinin

ALT degerleri kontrol grubuna gore azalmisti.

DAB+TCDD grubunda histopatolojik olarak karaciger hasari mevcuttu ancak asir1
parankima kayb1 yoktu. Bu grupta gozledigimiz kontrol grubuna yakin ya da azalmis
ALT seviyeleri muhtemelen TCDD’nin hepatik enzim sentezini bozmasindan

kaynaklanmaktadir.

Literatiirde IP6’nin serum ALT seviyesini etkileyip etkilemedigini gosteren fazla
calisma mevcut degildir. Meme kanseri hastalarinda yapilan bir ¢alismada, inositol ile
birlikte IP6 verilen grupta ALT seviyelerinin referans degerlerden sapma gostermedigi
belirtilmistir (7). Calismamizda DAB+TCDD+IP6 grubunun ALT degerleri 30. ve 60.
giin orneklerinde azalmisti. Bu gruptaki azalma DAB+TCDD grubunda oldugu gibi

TCDD’nin enzim sentezini bozucu etkisinden kaynaklanmis olabilir.

Vitamin A’ nin ALT seviyelerini doza ve uygulama siiresine bagli olarak
arttirabildigi  bildirilmistir (193).  Ote yandan TCDD karacigerde vitamin A
metabolizmasini degistirerek hiicre yararlanabilirligini etkileyebilmekte ve vitamin A
depolanmasini azaltmaktadir (192). Calismamizda DAB+TCDD+RA verilen grupta 60.
giin orneklerinde gozlenen ALT diisiikliigi, TCDD’nin hepatik enzim sentezini bozucu

etkisine ilave olarak hepatik vitamin A metabolizmasini etkilemesiyle de iliskili olabilir.

RA ve IP6’y1 birlikte verdigimiz grupta bulgular, ayri ayr1 verildiklerindeki
sonuclara benzemektedir. Bulgularimiz, RA ve IP6’y1 birlikte vermenin DAB+TCDD

kombinasyonunun ALT seviyelerine olan etkilerini degistirmedigini gostermektedir.
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AST

Bir transaminaz olan AST’nin yilikselmis seviyeleri hepatoseliiler hasarin
giivenilir bir gostergesi kabul edilmektedir (98). Ancak karacigerin yanisira, kalp,
iskelet kasi, bobrek, beyin, pankreas, akcigerler ile beyaz ve kirmizi kan hiicrelerinde de
bulunmaktadir (73). Hiicrede hem sitozolik (% 20) hem de mitokondriyal (%80)
fraksiyonda bulunur (98). Biswas ve Khuda-Bukhsh’a gore 120 giin siiresince DAB
verilen farelerde karaciger AST degerleri dalgali degisim gosterse de artmis
bulunmustur (16). Farelere yiiksek dozda TCDD verildikten 14 giin sonra AST
degerlerinin arttigin1 gosteren Patterson ve arkadaslarimin c¢alismasinin yani sira
(134), dioksinlerin kombinasyonu i¢inde TCDD’nin diisiik dozda verilmesinden 16 giin
sonra serum AST degerlerinin degismedigi bildirilmistir (41). DAB+TCDD grubunda
90. ve 120. giin orneklerindeki serum AST artist TCDD’nin biriken dozunun hiicre
hasarmi arttirici etkisinden olabilecegi gibi, DAB+TCDD kombinasyonunun karaciger
disindaki diger dokularda yapmis olabilecegi doku hasarindan da (16, 195)

kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda DAB+TCDD+IP6 verdigimiz grupta 90. ve 120. giin
orneklerindeki kontrole gore artmis, DAB+TCDD grubuna gore azalmis AST degerleri
bakimindan IP6’nin, hiicre hasarini azaltici etkisinin oldugu sdylenebilir. Bacic ve
arkadaslarimin meme kanserinde inositolle beraber IP6 verildiginde AST degerlerinin
referans degerlerden sapmadig1 yoniindeki ¢alismalarindan (7) baska literatiirde IP6’n1in
AST degerlerini etkiledigini gosteren calismaya rastlanmadigi i¢in bu konuda

karsilastirma yapilamadi.

Retinoik asidin doza (25), vitamin A’nin ise doza ve uygulama siiresine bagl
olarak AST seviyelerini arttirdifin1 gosteren calismalar (193) gz Oniine alindiginda
calismamizda DAB+TCDD+RA verdigimiz grubun 120. giin 6rneklerinde kontrole gore
artmis, DAB+TCDD grubuna gore azalmis serum AST degerleri bakimindan

uyguladigmiz RA dozunun hiicre hasarina katkida bulunmadigi bunun yerine hiicre
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hasarmni azaltict etkisinin oldugu sdylenebilir ancak bu duruma TCDD’nin A vitamini

metabolizmasini degistirebilme yeteneginin de (192) katkist olmus olabilir.

IP6 ve RA’y1 birlikte verdigimiz grupta kontrole gore 120. giin 6rneklerinde artan,
DAB+TCDD grubuna gore azalan degerler, ayri ayr1 verildiklerindekine benzer
oranlardaydi. Hiicre hasarina etkileri bakimindan IP6 ve RA’nin birlikte verilmeleri

belirgin bir degisiklige neden olmamustir.

ALP

ALP, karacigerin yani sira kemik doku, bobrek, barsak, akcigerler ve plasentada
bulunur. Karacigerde ALP, o6zellikle safra kanali bolgesindeki hiicrelerin sitozol ve
membraninda lokalize olmustur. ALP’nin aktivitesindeki artig safra asitleri tarafindan
uyarilir. Hepatobiliyer hastaliklar, kolestaz ve yer kaplayan karaciger lezyonlari i¢in
duyarli bir belirtegtir. Bunlarin disinda bobrek hastaliklari, osteoblastik aktivite,
hipertroidizm, hiperlidemi, cesitli ilag ve kimyasallarin etkisi gibi nedenlerle serum

degerleri yiikselebilmektedir (98).

Kociba ve arkadaslarimin sicanlara 2 yil siireyle kronik dozda TCDD verdikleri
calismada serum ALP degerleri artmist1 (94). Dietilnitrozamin’in baslatici, TCDD’nin
promotdr olarak kullanildigi ¢alismada siganlara 20 hafta boyunca TCDD verilmesi
serum ALP seviyelerini arttirirken, 30 haftalik uygulama sonunda elde edilen ALP
degerleri degismemisti (189). Biswas ve Khuda-Bukhsh’a gére 120 giin siiresince
DAB verilen farelerde karaciger ALP degerleri 30. giinde yiikselmis, 60. giinde belirgin
sekilde diismiis, 90. ve 120. giinlerde ise hemen hemen degismeden kalmistir (16).
Bizim c¢alismamizda da DAB+TCDD grubunun serum ALP degerleri 30. giin
orneklerinde artmisti. Ancak diger 6rnek alim zamanlarinda degismemisti. Literatiire

benzer sekilde buldugumuz sonuclara gére DAB+TCDD kombinasyonunun serum ALP

114



aktivitesini arttirict etkisinin fazla olmadigi ya da hepatobiliyer bolgeyi cok fazla

etkilemedigi sdylenebilir.

Sicanlarda CCl4 uygulanmasina bagli yiikselen serum ALP degerlerinin IP6
eklenmesinden 2 hafta sonra kontrole gore diistigi bildirilmistir (60). Bacic ve
arkadaslarimin meme kanserli hastalarda yaptig1 ¢alismada ise inositolle beraber IP6
verildiginde serum ALP degerlerinin referans limitlerde kaldigi ve degismedigi
belirtilmistir (7). Bizim c¢alismamizda DAB+TCDD+IP6 alan grubun 15. giin
orneklerindeki serum ALP degerlerinin kontrole gore diistiigii, 90. giin 6rneklerindeki
ALP degerlerinin ise arttigi gozlendi. Diger ornek alim giinlerinde kontrol grubuna

gore farklilik yoktu.

DAB+TCDD+RA alan grubun 30., 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde serum ALP
degerleri artmisti. Hipervitaminoz A’l1 hastalarin bazilarinda serum ALP degerlerinin
arttigin1 bazilarinda ise degismedigini rapor eden Ballev ve arkadaslarinin (8)
caligmasinin yani sira diisilk dozda vitamin A’nin uzun siireli alinmasinin insanlarda
ALP yiikselmesine neden oldugu bildirilmistir (62). Ek olarak retinoik asit ALP gen
ekspresyonunu uyarmaktadir (47). Sonucglarimiz literatiire benzer sekilde olup bu
gruptaki ALP artist RA’nin A vitamini metabolizmas: araciligiyla ALP’nin sentezini

arttirmasindan kaynaklaniyor olabilir.

IP6 ve RA’y1 birlikte alan grubun sonuglar1i DAB+TCDD+RA alan grubun
sonuglarina benzerlik gostermektedir. Bu gruptaki tim Ornek alim zamanlarinda

gbzlenen ALP artislart muhtemelen yine RAnin etkisiyle gozlenmistir.

LDH

LDH, hemen hemen tiim dokularda bulunan ve 5 izoenzime sahip sitoplazmik bir

enzimdir. LDH, ve LDHs izoenzimleri karaciger de baskin olarak bulunurlar. Karaciger

115



parankimasinin hasarlanmasindan sonra bu izoenzimler yiikselebilmektedir (98).
Yiikselmis serum LDH’1 genellikle karaciger hasart ile iliskilidir ve hasarlanan
hiicrelerden kana salinir. Bu enzimin azalmis seviyelerinin klinik olarak spesifik doku
hasarlar1 ile iligkili olmadig1 belirtilmistir. Kalici organoklorinli kirleticiler (persistent
organochlorine pollutants)’le kontamine baliklarin siganlara verildigi bir ¢aligmada
LDH seviyelerinin azaldigr gdosterilmigtir. Yapilan in vitro bir ¢aligmada ise
organoklorinin LDH aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmis ve bu inhibisyon enzimin es
zamanli presipitasyonuyla agiklanmistir. Chu ve arkadaslarimin siganlarla yaptigi
calismada, kalict organoklorinli kirleticilerin karigimi1 farkli dozlarda oral olarak
verilmis ve yiiksek doz alan gruplarda LDH aktivitesinin azaldig1 rapor edilmistir (26).
TCDD’yi de iceren kontaminant karisiminin sigcanlara farkli diliisyonlarda subkronik
olarak verildigi bir baska caligmada ise karisimin konsantrasyonu arttikga LDH
aktivitesinin azaldigr rapor edilmistir (180). TCDD ile yapilan hiicre kiiltiiri
calismalarinda LDH saliniminin arttigi, bunun da hiicre hasarinin bir gostergesi oldugu
bildirilmistir (3). Ancak bu ¢alismada 6l¢iilen LDH hiicreden salinan enzim miktaridir
ve aktivitesinin azaldig1 ya da arttig1 bir durumdan bahsedilmemistir. Kontaminant
karisimlarla yapilan g¢alismalarda LDH bir ya da daha fazla kontaminant etkisiyle
azalmis olabileceginden TCDD’nin etkisinin ne kadar oldugunu tahmin etmek miimkiin
degildir ancak TCDD benzeri bilesiklerin LDH aktivitesini azaltmasi, TCDD’nin de

benzer bir etkiye neden olabilecegi ihtimalini diislindiirmektedir.

Calismamizda DAB+TCDD grubunda 15. ve 60. giin 6rneklerinde kontrole gore
fark yokken diger 6rnek alim zamanlarinda serum LDH seviyeleri belirgin diizeyde

azalmist.

DAB’in  LDH’y1 azalttigiyla ilgili herhangi bir literatlir olmadigindan
DAB+TCDD grubundaki diisik LDH degerleri, TCDD’nin enzimin aktivasyonunu

azaltmasindan ve/veya protein sentezini etkilemesinden kaynaklanmis olabilir.

CCly, verilerek hepatik sirozun indiiklendigi bir calismada CCl, uygulandiktan 24

saat sonra iki hafta siireyle IP6 verilmis ve LDH diizeyinin CCls grubuna gore azaldig1
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gosterilmistir.  Bu ¢aligmada hepatosit hasarina karst IP6’nin koruyucu etkisi oldugu
ileri stiriilmektedir (60). Bacic ve arkadaslarinin meme kanseri hastalarinda yaptiklar
caligmada inositol ve IP6 verilen gupta LDH degerlerinin referans degerlerden sapma

gostermedigi belirtilmistir (7).

Insan kolon karsinoma hiicrelerinin (CaCo-2) kullamldig1r hiicre kiiltiirii
calismasinda hiicre hasarin1 gostermek i¢in sitoplazmaya salinan LDH seviyeleri ve
hiicre Oliimiinii gostermek icin de DNA fragmantasyonu belirlenmis ve IP6
konsantrasyonuna bagli olarak her ikisinin de artti§i ve bunun IP6’nin apoptozu

uyararak anti karsinojenik 6zelliginden kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (170).

Calismamizda 15. giin orneklerinde DAB+TCDD+IP6 grubunda artan LDH
diizeyi hiicre hasarinin artisindan kaynaklanmis olabilir. Ancak 30., 90. ve 120. giin
orneklerinde kontrole gore azalan degerler, TCDD’nin LDH diizeyleri iizerine azaltict

etkisinin baskin oldugunu gostermektedir.

Literatirde Vitamin A’nin LDH azalmasina neden oldugunu gosteren bir
calismaya rastlayamadigimiz i¢in DAB+TCDD+RA grubunda 30., 90. ve 120. giin
orneklerinde goézlenen kontrole gore diisiik LDH seviyeleri DAB+TCDD grubunda
oldugu gibi TCDD’nin etkisiyle gézlenmis olabilir.

DAB+TCDD+IP6+RA grubunda gozlenen DAB+TCDD grubuna benzer sonuglar
yine olasilikla TCDD’nin etkisiyle ger¢ceklesmistir.

VEGF

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), vaskiiler permeabilite faktor olarak
da tamimlanir. ilk olarak tiimdrden salman protein olarak kesfedilmistir. Timor

gelisimindeki roliinii ortaya koymak i¢in ¢esitli aragtirmalar yapilmistir ve timor
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biyolojisinde iki yolla 6nemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Vaskiiler permeabilite
faktor olarak ve /veya endotelyal biiyiime faktorii olarak. Potent permeabilite faktorii
olarak anjiyogenez esnasinda hiicre gocliniin diizenlenmesinde rol alir. Endotel biiyiime
faktorii olarak ise endotel hiicre proliferasyonunu uyarir. Bu uyari muhtemelen yeni
damar olusumunu indiiklemek i¢indir (129).

Hepatoseliiler karsinoma (HCC) adim adim ilerleyen bir siirectir ve preneoplastik
lezyonlardan ilerlemis hepatoseliiler karsinomaya kadar devam eder (120). Farkli
dereceli displatik nodiill ve hepatoseliiler karsinoma lezyonlar1 bulunan hastalarla
yapilan ¢alismada Park ve arkadaslar1 VEGF ekspresyonu ve anjiyogenezin displastik
nodiillerin preneoplastik lezyonlarinda olustugunu ve ¢ok adimli hepatokarsinogenezin
ilerlemesiyle  gittikge arttigin1  bildirmislerdir.  Hepatokarsinogenezde  tlimor
damarlarinin  olusumunun diizenlenmesinde VEGF anahtar bir rol oynasa da
hepatoseliiler karsinomalarda VEGF ekspresyonunun derecesi degiskendir ve
HCC’lerin %30’unda VEGF ekspresyonu timor hiicrelerinin %5’inden daha azinda
gozlenmistir. Bu durum tiimdr anjiyogenezinde diger anjiyogenik faktorlerin de katkida
bulunabilecegini dnermektedir (129). Yoshiji ve arkadaslarinin calismasinda endotel
hiicrelerinin ¢ogunda VEGF ekspresyonu non-tiimoral hepatik parankimadan ziyade
timor dokusunda gozlenmistir (196). Bir baska ¢alisma da ise tiimor dokusundaki
VEGF ekspresyonunun, HCC’li hastalarda serum VEGF seviyeleri ile nemli derecede
uyumlu oldugu gosterilmistir (141). Karaciger hasarindan sonra hem hepatositlerde
hem de nonparankimal hiicrelerde VEGF-A iiretimi artmaktadir. Karaciger hasarina
yanit olarak hepatosit biiyiime faktorii gibi biiyiime faktorleri up-regiile edilmektedir.
Lokal olarak up-regiile edilen bu biiyiime faktorleri hasar sonrasi yeniden bilyiime igin
onemli oldugu kadar toksinle indiiklenen hasara karsi da koruyucu olabilir. Bu siireg,
hepatositlerin proliferasyonu ve sag kalimi (survival) i¢in onemlidir (32). TCDD
tarafindan AhR’nin aktivasyonu, artmis VEGF iiretiminin aract oldugu bir
mekanizmayla fare retinasinda vaskiilarizasyonu ilerletmistir (164). Roman ve
arkadaslarmin AhR-/- MAECs (Mouse Aortic Endothelial Cells) ile yaptiklari
calismada VEGF-A ve VEGF-B mRNA ekspresyonunun azaldigint ve VEGF’ nin AhR
bagimli anjiyogenezde rolii oldugunu bildirmislerdir. Ek olarak anjiyogenezde endotel
hiicreler tarafindan VEGF’nin salgilanmasinin da AhR bagimli oldugunu rapor

etmislerdir (145).
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Bizim c¢alismamizda DAB+TCDD grubunda 15., 60., 90. ve 120. giin
orneklerinde plazma VEGF degerleri kontrol grubuna gore yiiksekti. 15. ve 60. giin
orneklerinde gozlenen VEGF degerleri, TCDD’nin AhR reseptoriinii aktive edebilme
0zelligi nedeniyle AhR aracili olarak yiikselmis olabilecegi gibi hiicresel hasara yanit
olarak da yiikselmis olabilir. 90. ve 120. giin 6rneklerindeki daha yiiksek VEGF
degerleri ise muhtemelen Park ve arkadaslarimin ¢alismasiyla (129) benzer sekilde

preneoplastik lezyonlardan salinimi nedeniyle gézlenmistir.

Tiimo6r hiicrelerinden anjiyogenik faktorlerin sentezi ve salgilanmasinda
mitojenik, hiicre sag kalim ve inflamatuvar sinyaller esansiyel rol oynar. Bu siireg
reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonu araciligiyla olusur. EGFR, IGF-1R ve PDGFR-b
gibi reseptor kinazlar, ERK1/2 ve PI3K’1 iceren Onemli sinyal molekiillerinin
fosforilasyonunu ilerleterek tiimor hiicrelerinde VEGF ve MMP’lerin ekspresyonuna
neden olurlar (13). IP6’nin PI3K’1 etkilemedigini gosteren ¢aligsmalarin yani sira (24)
onemli Ol¢lide bloke ettigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (78, 199). 1P6, in vitro
olarak bFGF’ nin indiikledigi anjiyogenezi inhibe eder ve VEGF ekspresyonunu azaltir
(159). Calismamizda DAB+TCDD+IP6 grubunda VEGF seviyeleri DAB+TCDD
grubuna gore azalmisti. Bu azalma, histopatolojik olarak hiicresel hasar ve
preneoplastik fokus olusumundaki azalmayla uyumlu olarak muhtemelen IP6’nin

mitojenik sinyal yolagini bloke etmesiyle de ilgilidir.

Retinoidler ¢ok yonlii etkiye sahip bilesiklerdir. Bazi retinoidlerin kanser
hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi, farklilasmay1 ve/veya apoptozu uyardigi rapor
edilmistir. Baz1 retinoidler ise hiicresel proliferasyonu uyarma kapasitesine sahiptirler.
Retinoidler, biyolojik etkilerini niikleer reseptorleri aktive ederek gosterirler. RAR ve
RXR’ler 6zgiil retinoid niikleer reseptorleridir. Retinoidler ayn1i zamanda niikleer
reseptorlerin farkli setlerini aktive edebilme yetenegine sahiptirler. Ozel hiicresel
sartlarda retinoidlerin hangi niikleer reseptor setine yonlenecegini ve hangi yolagin

tercih edilecegini belirleyen baz1 molekiiler faktorlerin oldugu tahmin edilmektedir (70).
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Retinoik asit, bronkoalveolar karsinoma hiicrelerinde VEGF gen ekspresyonunu
arttirmaktadir (191). Yine retinoik asidin ¢esitli hiicre tiplerinde VEGF’yi diizenledigi
rapor edilmistir. Sidell ve arkadaslari, insan endometriyal stromal hiicreleriyle
yaptiklar1 ¢alismada retinoik asit ile VEGF nin transkripsiyonel bir aktivatorii olan TPA
(12-O-tetradekanoil forbol-13-asetat)’y1 kombine verdiklerinde VEGF’nin saliniminin
arttigini bildirmislerdir (156).

Calismamizda DAB+TCDD+RA grubunda 120. giin 6rneklerinde VEGF degerleri
kontrol grubuna gore artmis, DAB+TCDD grubuna gore ise 60., 90. ve 120. giin
orneklerinde azalmisti. Kontrol grubuna goére yiikselmis degerler histopatolojik olarak
hiicresel hasar ve preneoplastik fokus olusumuyla uyumlu olmadigindan bu gruptaki

1liml1 artisin retinoid metabolizmasiyla ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

DAB+TCDD+IP6+RA grubunda kontrol grubuna goére artmus degerler

muhtemelen yine RA’nin baskin etkisiyle gozlenmis olabilir.

MMP-2

MMP-2, Zn*? bagimli bir endopeptidaz ailesinin iiyesidir. Primer fonksiyonu
ekstraseliiler matrikste proteinlerin degradasyonudur. Fizyolojik olarak diger
MMP’lerle koordinasyon halinde embriyonik gelisim, anjiyogenez, ovulasyon, meme
bezi involiisyonu, yara iyilesmesi gibi normal fizyolojik siireclerde rol oynar. MMP-2,
transkripsiyonel ve post transkripsiyonel diizeyde siki bir sekilde diizenlenir (68).
MMP’ler doku matriksini degrade ederek anjiyogenezde kritik bir adim olan damar
olusumu i¢in yeni olusmus endotel hiicrelerin hareketini kolaylastirir. Endotel ve timor
hiicrelerinde MMP’lerin ekspresyonunda timéor derecesiyle uyumlu olarak artis gozlenir
(13). MMP’ler hiicre sinyalini degistirerek, biiylime faktorlerinin salinimi ve protein
fonksiyonunda artigla timor gelisiminin daha erken evrelerine katkida bulunurlar (64).

Deneysel karaciger karsinogenezinde MMP’lerin potansiyel roliinlin aragtirildigr az
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sayida calisma vardir (44). Wood ve Archer, hem Fischer 344 (duyarli) hem de
Copenhagen-Cop (direngli) siganlarda preneoplastik lezyon gelisiminin erken
safhalarinda gelatinazlarin roliinii arastirdiklar1 calismalarinda Cop siganlara oranla
Fischer 344 siganlarda hepatik MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir
(182). Gao ve arkadaslar1 ise siganlarda DEN ile baslatilmis HCC’nin gelisimi
sirasinda MMP-2 mRNA’sinda ve pro ve aktif MMP-2 ile pro MMP-9 aktivitesinde
artts oldugunu rapor etmislerdir (45). Villano ve arkadaslarinmn A2058 melanoma
hiicre serilerinde yaptig1 ¢calismada TCDD’nin AhR yolaginin aktivasyonu araciligiyla
MMP’lerin (MMP-1, 2 ve 9) ekspresyonunu ve aktivitesini arttirdigi ve bununda A2058
serilerinin in vitro invazyonuna katkida bulundugu bildirilmistir. Ustelik TCDD
verildiginde AhR yolaglt tiimoér baglatmadan (initiation) ziyade tiimor ilerletme

(progression) sathasina katkida bulunmaktadir (171).

Bizim c¢alismamizda DAB+TCDD grubunda 90. ve 120. giin Orneklerinde
kontrole gore artmis olan MMP-2 aktivitesinde TCDD’nin AhR yolag: aktivasyonunun
katkis1 olmugsa da biz 6zellikle bu zamanlarda gozlenen preneoplastik lezyonlarin etkili

oldugunu diisiinmekteyiz.

Anjiyogenik faktorlerin timor hiicrelerinden sentezi ve salinmasinda mitojenik,
hiicre sag kalim ve inflamatuvar sinyaller 6nemli rol oynar. EGFR, IGF-1R ve PDGFR-
b gibi reseptorler, timor hiicrelerinde VEGF ve MMP’lerin ekspresyonuna neden olan
ERK1/2 ve PI3K gibi onemli sinyal molekiillerinin fosforilasyonunu ilerletir.
Fitokimyasallarin tiimor hiicrelerinde bu sinyal mekanizmasini bozdugu gosterilmistir
(13). Literatiirde IP6’'nin MMP’nin aktivitesi ya da protein sentezi iizerine etkilerini
iceren bir ¢alismaya rastlayamadik. Calismamizda DAB+TCDD+IP6 alan grubumuzda
90. ve 120. giin 6rneklerinde DAB+TCDD grubuna gore azalmig ve kontrole yaklasan
degerler, IP6’nin mitojenik uyariy1 azaltici etkisi nedeniyle MMP-2 ekspresyonunun

azalmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Park ve arkadaslari, in vitro c¢alismalarinda retinolin MMP-2 ve MMP-9’un

protein seviyesi ve aktivitesini azaltarak kolon kanser hiicre serilerinin invazyonunda
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azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (130). Calismamizda DAB+TCDD-+RA
grubunda 90. ve 120. giin 6rneklerinde belirlenen DAB+TCDD grubuna gore azalmis
ve kontrole yaklasan MMP-2 degerleri, retinil asetatin MMP-2 aktivitesini ve/veya

protein sentezini azalttigin1 gostermektedir.

IP6 ve RA’y1 birlikte verdigimiz grupta DAB+TCDD grubuna gore azalmis ve
kontrole yaklasan degerler IP6 ve RA’nin sinerjistik etki ile tek baslarina verildikleri
gruplara oranla MMP-2 aktivitesini ve/veya protein sentezini daha da distirdiiklerini

gostermektedir.

MDA

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin hiicre membranindaki ¢oklu doymamais
yag asitlerini okside etmesi sonucu gelisir. Olusan lipid hidroperoksitler aldehit ve
karbonil bilesiklerine doniisiir. Sonugta yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbiitirik
asitle Olgililebilen malondaialdehit (MDA) meydana gelir ve MDA, lipid

peroksidasyonunun son {irtinii olarak ol¢iiliir (167).

DAB ve fenobarbitalle indiiklenen hepatokarsinogenezde farelerin karacigerinde
MDA seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (14). Oh ve Lee sicanlara %0,06 oraninda
DAB verdikleri caligmalarinda MDA seviyelerinin arttigini bildirmislerdir (125).

DAB’mn metabolizmasi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin olustugu rapor edilmistir (21).

Laboratuvar hayvanlarina akut yliksek doz TCDD uygulandiginda oksidatif
stresin olustugu ve bunun da reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, lipid peroksidasyonu ve
DNA hasarin1 arttirdignr gosterilmistir (160). Farelere subkronik olarak TCDD
uygulandiginda siiperoksit lretiminin arttigt ve lipid peroksidasyonunun uyarildig

bildirilmistir (61). Calismamizda DAB-+TCDD grubunda 60., 90. ve 120. giin
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orneklerinde MDA seviyelerinin kontrole gore anlamli derecede yliksek olmasi
DAB+TCDD kombinasyonunun doz birikimine bagli olarak hiicre membranlarinda

hasar olusturdugunu ve lipid peroksidasyonunu uyardigini géstermektedir.

Midorikawa ve arkadaslari, hiicre kiiltirinde (Human leukemia, HL-60)
yaptiklar1 calismalarinda IP6’nin oksidatif DNA hasarini etkili bigimde inhibe ettigini
ve Cu(Il), Fe(IT) ve Fe(III) gibi metalleri selatlayarak H,O,’den reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu Onleyen bir antioksidan olarak davrandigini bildirmislerdir (111).
Miyamoto ve arkadaslari, IP6 ve onun hidroliz tiriinlerinin biyolojik sistemlerde demir
iyonunun indiikledigi lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu olabilecegini
bildirmislerdir (113). Bizim ¢alismamizda da literatiirle benzer yonde sonuclar elde
edildi ve DAB+TCDD+IP6 grubunda MDA seviyeleri 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde
hem kontrol grubuna hem de DAB+TCDD grubuna gore anlaml diizeyde azalmigti.

Retinoidlerin lipid peroksidasyonuna karsi antioksidan 6zellige sahip olduklar
hem in vivo hem de in vitro calismalarda gosterilmistir (53). B-Karoten ve diger
karotenoidlerin membran sistemlerinde serbest radikal reaksiyonlarimi baskilayabilme
yetenekleri oldugu icin antioksidan olarak islev gordiikleri disiiniilmektedir. f-
Karotenin, lipid peroksidasyonuyla iliskili peroksil radikalleri ile direkt olarak etkilesme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (109). Tersine Chamilova ve arkadaslari, N-
metil-N-nitroziire (MNU) ile siganlarda meme kanseri olusturduklari ¢alismalarinda
subkronik olarak giinde 8.2 mg retinil asetat verilen grupta MDA seviyelerinin arttigini
ve retinil asetatin kimyasalla indiiklenen meme kanserinde etkili olsa bile, retinil ester
birikiminden kaynaklanan toksik karaciger hasar1 nedeniyle klinik kullaniminin
siirlandigini bildirmislerdir (23). Bizim ¢alismamizda DAB+TCDD+RA grubunda 30.,
60. ve 120.glin 6rneklerinde kontrole gore MDA seviyeleri azalmisti. 15. giin 6rnekleri
disindaki zamanlarda DAB+TCDD grubuna goére de MDA seviyeleri azalmist.
TCDD’nin retinoid metabolizmasina etkileri diislintildiigiinde uyguladigimiz RA

dozunun lipid peroksidayonunu azaltacak yeterlilikte oldugu soylenebilir.
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DAB+TCDD+IP6+RA alan grupta yine IP6 ve RA alan gruplara benzer sekilde
60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde MDA degerleri hem kontrol hem de DAB+TCDD
grubuna gore azalmisti. [IP6 ve RA’nin kombine verilmeleri de lipid peroksidasyonunu

azaltacak etkinlikte olduklarin1 géstermektedir.

Sitc

Apoptoz, programli hiicre 6liimi, fizyolojik sartlarda gerceklesen bir hiicre 6lim
sekli oldugu kadar patolojik sartlarda da olusan bir savunma mekanizmasidir. Apoptozla
tiimor hiicreleri, viriisle kontamine olmus hiicreler, kendi basina buyruk hale gelen ve
kendine zarar veren immiin hiicreler gibi istenmeyen ve tehlikeli hiicreler ortadan

kaldirilir ve bunlara kars1 savunma olusturulur (56).

Farkl1 derecelerde 6zgiilliik, duyarlilik ve dogruluga sahip ¢esitli apoptoz 6l¢ctim
metodlar1 bildirilmistir (134). Biz calismamizda apoptozu sitokrom c’nin sitozole

salinma oranin1 ve DNA fragmantasyonunu 6lgerek degerlendirdik.

Sitokrom ¢, mitokondrilerde membranlar arasi alanda i¢ membranin dis yiizeyine
bagli olarak bulunur. Elektron transport zincirinde kompleks III ve kompleks IV
arasindaki elektron aligverisinde rol oynayarak ATP sentezine katkida bulunur (135).
Sitokrom c¢’nin mitokondrilerden salinimi olayi, halen tartismalidir. Sitokrom c, PT
(permeability transition) poru yoluyla, Bax ile mitokondrilerde sitokrom ¢’nin gegmesi
icin kanallar olusmasi yoluyla ve su dolan mitokondrilerin dis membranlarinin
patlamas1 yoluyla sitoplazmaya girebilir (56). Sitozole salman sitokrom c, Apaf-
1(apoptotic protease-activating factor-1)’e baglanir ve ATP varliginda apoptozom
olusturmak tizere kaspaz 9’u aktive eder. Aktive olan kaspaz 9, diger kaspazlar aktive

ederek apoptoz kaskadini ilerletir ve hiicrenin 6liim siirecini baglatir (135).
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Proliferasyona ek olarak apoptoz da bir hiicre klonunun biiylimesi i¢in ana faktor
olarak pay sahibidir. Klonal biiyiime, kemirgen karacigerinde fenotipik olarak degismis,
preneoplastik hepatositlerin karakteristik bir o6zelligidir. Bu hiicrelerin genotoksik
karaciger karsinojenleri gibi ¢esitli nedenlerle olusmus, bir ya da daha ¢ok kritik fakat
henliz belirlenmemis lezyonlarda bulundugu diisiiniilmektedir. Karaciger tiimor
promotor’lerinin etkisiyle preneoplastik fokuslarin klonal biiytimesi kolaylastirilir ve bu

etki malignansi yoniinde ilerlemeleriyle iliskilidir (183).

DNA hasarinin indiikledigi apoptoz, karsinogenezde Onemli bir rol oynar ve
timor promotor’lerinin hareketinin bir igleyisi olarak onerilir. Genotoksik lezyonlarda
bulunan hepatositlerin sag kalimina izin veren apoptozun inhibisyonu karacigerde
TCDD ve fenobarbitalin timor promotor’leri olarak hareket etmeleri agisindan ¢ok
onemli olabilir. TCDD ile muamele edilen sicanlarin preneoplastik karaciger
fokuslarinda apoptozun belirgin sekilde baskilandigi gosterilmistir (183). TCDD’nin
apoptozu degistirme kapasitesi ile ilgili fare ve sicanlarda yapilan calismalarin bir
kisminda hepatositlerde ve karaciger dokusunda TCDD’nin apoptozu baskiladigi bir
kisminda ise apoptotik hiicre Oliimiine herhangi bir etkisinin olmadigi bildirilmistir.
Balik embriyosu, kiiltiire T hiicreleri ve timositlerle yapilan ¢alismalarda ise TCDD’nin
apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Yine Xenopus embriyolarinin hepatositlerinde
TCDD’nin hem apoptoz hem de nekrozu indiikledigi bildirilmistir. TCDD’nin apoptozu
indiikleme kabiliyetinin hiicre tipi/doku spesifik olabilecegi Onerilmektedir (134). Ek
olarak nongenotoksik karsinojenlerin proliferasyonu arttirdig1 ve apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir (148). Kiiltiire edilmis hepatositlerde fenobarbital DNA sentezini
indiiklerken, apoptozu baskilar (133).

Calismamizda DAB+TCDD grubunda sitokrom c (sitozol/mitokondri) degerleri
acisindan 30. giin orneklerinde kontrole gore anlamli diizeydeki yiikselme artan hiicre
hasarma yanit olarak apoptoza giden hiicre sayisinin artisindan kaynaklaniyor olabilir.
60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde gozlenen kontrole gore azalmis sitokrom c¢ salinimi ise

TCDD’nin biriken dozuyla beraber apoptozu inhibe etme yetenegiyle ilgili olabilir.
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IP6’nin apoptozu iki yolla indiikledigi diisiiniilmektedir. Ilkinde giiglii bir hiicre
sag kalim yolagi olan Akt-NFxB yolagimi inhibe eder. Ikincisinde ise mitokondriyal
permeabilizasyona neden olarak sitokrom c¢ salinimini arttirir. Ferry ve arkadaslan,
HeLa hiicrelerinde yaptiklar1 caligmalarinda IP6’nin Akt yolagin1 inhibe ederek
mitokondriyal membran potansiyelini etkiledigini ve membran potansiyelindeki
azalmanin direkt olarak mitokondriyal defekte neden oldugunu bildirmislerdir. Bu
defekt sonucunda sitozole salinan sitokrom ¢ miktarinda artis oldugunu rapor
etmislerdir (39). Hayvan modellerinde tiimor hiicresinin apoptotik aktivitesini
indiikleyerek antitiimorojenik etki gosteren IP6 ile CaCo-2 (human colon carcinoma
cells) hiicreleri muamele edildiginde histon iligskili DNA fragmentasyonu ve apoptozun

karakteristiklerinden biri olan membran kabarciklari (blebbing) gézlenmistir (170).

Calismamizda DAB+TCDD+IP6 grubunda 30., 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde
gozlenen hem kontrol grubuna hem de DAB+TCDD grubuna gore yiiksek degerler
IP6’nin mitokondriden sitokrom c¢ salmimini arttirdigint ve bu etkisinin TCDD’nin

apoptozu baskilama 6zelligine karsin gergeklestigini gostermektedir.

Retinoidler, hiicre proliferasyonunu inhibe edebilirler, hiicre farklilagmasin
diizenleyebilirler ve apoptozu arttirabilirler (106). Vitamin A sican kolonik timdr hiicre
serilerinde apoptozu indiikleyerek proliferasyon ve farklilasmayr degistirebilme
kapasitesi sergiler (110). Retinoik asit mitokondri iizerine direkt etkiye sahip olup
membran potansiyelinde diisme, organelde sislik, yumrulagsma (svelling) ve sitokrom
c¢’nin salmmmina neden olmaktadir. Pettersson ve arkadaslari, panreatik
adenokarsinoma hiicrelerinde retinoidlerin, RAR’lar1 6zellikle de RARy’y1 aktive
ederek kaspaz aktivasyonunun yani sira Bcl-2 ailesi tiyelerinin ekspresyonlaridaki
degismenin de ise karistig1 yolak aracilifiyla apoptozu indiikledigini bildirmislerdir
(136).

Bizim calismamizda DAB+TCDD+RA grubunda 30., 60., 90. ve 120. giin
orneklerinde gozlenen hem kontrol grubuna hem de DAB+TCDD grubuna gore yliksek

sitokrom ¢ degerleri, RA nin mitokondriden sitokrom c salinimini arttirdigini ve bunu
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I[P6’nin etkisine benzer sekilde mitokondri membran potansiyelinde olusturdugu
degisiklik aracilifiyla gerceklestirmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine RA’nin
sitokrom ¢ salmimina etkisini IP6 alan gruba benzer sekilde TCDD’nin apoptozu

baskilama 6zelligine karsin gergeklestirdigini tahmin etmekteyiz.

DAB+TCDD+IP6+RA grupta 30., 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde de sitokrom c
degerleri IP6 ve RA’y1 ayr1 ayr1 verdigimiz gruplarla benzer sekildeydi. IP6+RA

kombinasyonunun sinerjistik etkisi yine sitokrom c salinimini arttirmasi: yoniindedir.

DNA FRAGMANTASYONU

Kromozomal DNA’nin oligoniikleozomal biiyiikliikte fragmanlara boliinmesi
apoptozun  biyokimyasal karakteristiklerinden  biridir  (77). Her ne kadar
oligoniikleozomal (~200 bp) biiyiikliikteki fragmanlar apoptozun karakteristigi olsa da
apoptozun erken sathalarinda DNA fragmanlarinin biyiikliigii kilobaz (20-300 kb)
boyutlarindadir (85).

Worner ve Schrenk’e gore TCDD ve fenobarbarbital UV i1smlarinin neden

oldugu interniiklezomal DNA fragmantasyonunu baskilar (183).

Calismamizda 30. giin 6rneklerinde DAB+TCDD grubunda DNA fragmantasyonu
artmisti. Bu artisin hasarlanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in apoptotik aktivitenin
artmasindan kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde ise
DNA fragmantasyonu azalmisti. Bu zamanlarda gdzlenen azalma muhtemelen
TCDD’nin  biriken dozuyla beraber apoptozu baskilayabilme 0Ozelliginden

kaynaklanmaktadir.

[P6’nin, in vitro olarak kolon karsinoma hiicrelerinde DNA fragmantasyonunu

arttirdig1 bilinmektedir (170).
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Bizim c¢alismamizda DAB+TCDD+IP6 grubunda 60. ve 90. giin 6rneklerinde
kontrole gore azalmis ancak DAB+TCDD grubuna gore artmis DNA fragmantasyonu
degerleri IP6’nin apoptozu uyarma ve DNA fragmantasyonunu arttirabilme 6zelligine
karsihk TCDD’nin  DNA fragmantasyonunu baskilayabilme o6zelliginin  One
cikmasindan kaynaklanabilir ya da orneklerin alindigi zamanda sitozole ¢ikamamis
daha biiyiik DNA fragmanlarinin varlig1 nedeniyle de kontrole gore diisiik degerler elde
edilmis olabilir. 120. giin Orneklerinde gozlenen hem kontrol grubu hem de
DAB+TCDD grubuna gore artis muhtemelen IP6’nin DNA fragmantasyonunu

arttirabilme yeteneginden kaynaklanmaktadir.

DAB+TCDD+RA grubundaki sonuglarimiz IP6 alan grupla ayniydi. 60. ve 90.
giin 6rneklerinde TCDD’nin baskin etkisi ile diisiik degerler elde edilmis olabilir. Yine
sitozole c¢ikamamis daha biiyiilk DNA fragmanlari nedeniyle de diisiik degerler
gbzlenmis olabilir. 120. giin 6rneklerinde ise RA’nin baskin etkisi sonucu DNA

fragmantasyonu artmis olabilir.

DAB+TCDD+IP6+RA alan grupta 60., 90. ve 120. giin Orneklerinde DNA
fragmantasyonu hem kontrol hem de DAB+TCDD grubuna gore yiiksekti. IP6 ve
RA’nin DNA fragmantasyonu {lizerine olan sinerjistik etkisinin TCDD’nin DNA
fragmantasyonunu baskilayabilme yetenegine baskin oldugunu ve bu nedenle yiiksek

degerler elde ettigimizi diisiindlirmektedir.

CYP1A1

TCDD ve PAH’lar gibi ¢evresel kontaminantlara maruziyet CYP1A gen ailesinin
indliksiyonuna neden olur. CYPIA1’in transkripsiyonel aktivitesi AhR tarafindan
diizenlenmektedir (27). Ancak TCDD, CYPIA’nin zayif bir substratidir ve reaktif
aracilar olusturmaz. CYPIA indiiksiyonu ve TCDD toksisitesi arasindaki iligki

tartismal1 bir konu olarak kalmaya devam etmektedir (107).
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Walker ve arkadaslari, sicanlara 30 hafta boyunca farkli dozlarda TCDD
uyguladiklart caligmalarinda karacigerde CYP1A enzimlerinin doza bagli olarak
indiiklendigini bildirmislerdir (181). Czepiel ve arkadaslari, TCDD’nin karacigerde
CYPIAL iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda siganlara bir hafta arayla 3 kez
0,75ug ve 8ug dozlarda TCDD vermisler ve CYP1AIl i¢in diisiik dozda diisiik
immiinohistokimyasal boyanma, yiiksek dozda yiiksek immiinohistokimyasal boyanma
gbzlemisler ancak CYP1A1 aktivitesini Olctiiklerinde diisiik dozdaki aktivitenin yiiksek
doza oranla daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglarin TCDD’nin doza bagh
toksik etkisi nedeniyle CYP1Al proteinlerini yikmasindan kaynaklanabilecegini
onermektedirler (31). Anderson ve arkadaslari, Huh.8 (human hepatoma cell line
expressing the HCV subgenomic replicon) hiicre serisinde TCDD tarafindan CYP1A1
indiiksiyonunu degerlendirdikleri ¢alismalarinda TCDD verilen grupta CYP1A1 geninin
ekspresyonunun baskilandigini belirlemislerdir.  Bu baskilanmanin kismi olarak
ROS’dan veya AhR sinyal yolaginda bir bozukluktan kaynaklanabilecegini, XRE
baglayan reseptoriin tam fonksiyonel olmayabilecegi ya da sitozolik AhR’nin ligand
baglama residiilerindeki degisme nedeniyle fonksiyonel olmayabilecegini rapor

etmislerdir (4).

Murugan ve arkadaslari, subkronik olarak p-DAB uyguladiklar1 siganlarda
CYPIA aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir. Prokarsinojen olan p-DAB’1n karacigerde
CYP tarafindan N-oksidasyon ve N- hidroksilasyonla N-OH-MAB ve N-OH AAB gibi

elektrofilik metabolitlerine déniistiiriildiigiinii ve bu metabolizma esnasinda O,° ve

H,0; olustugunu rapor etmislerdir (117). PAH’larin CYP1A indiiksiyonuyla amino azo
boyalarina bagli karsinogenezi inhibe ettigini, bunu azo boyalarinin nonkarsinojenik

metabolitlere doniisiimiinii arttirarak gergeklestirdigini gdsteren caligmalar mevcuttur

(107).

Biz calismamizda DAB+TCDD grubunda 15. ve 30. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gére CYP1A1l ekspresyonunun arttigin1 belirledik. Bu artisin DAB ve
TCDD’nin  kombine  etkisiyle @~ CYP1Al  ekspresyonunu indiiklemesinden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde gozlenen CYP1ALl
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ekspresyonundaki azalma ise TCDD’nin zamanla biriken dozunun toksik etkileri
sonucu meydana gelmis olabilecegi gibi CYP1Al protein sentezi ile ilgili AhR
yolaginda meydana gelmis olabilecek bir ya da daha fazla bozukluktan da

kaynaklanabilir.

DAB+TCDD+IP6 grubunda 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde kontrole gore
CYPI1A1 degerlerindeki azalma TCDD nin toksisitesinden kaynaklanabilir. 90. ve 120.
gin Orneklerinde DAB+TCDD grubuna gore artis olmast IP6’min TCDD’nin

toksisitesini azaltmasiyla ilgili olabilir.

Diyetsel karotenoidler AhR’nin zayif ligandlaridir. Retinoik asidin RAR’lar
tizerinden CYP1A1 genini indiikledigi insanlarda gosterilmis ancak kiiltiire edilmis

kemirgen hiicrelerinde bu indiiksiyon goriilmemistir (34).

DAB+TCDD+RA grubunda 60., 90. ve 120. giin orneklerinde kontrole gore
azalan CYP1AT1 degerlerinin TCDD’nin toksisitesi ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.
90. ve 120. giin orneklerinde DAB+TCDD grubuna gore artis olmasi IP6 grubuna

benzer sekilde RA’nin TCDD’nin toksisitesini azaltmastyla ilgili olabilir.

IP6 ve RA’y1 birlikte verdigimiz DAB+TCDD+IP6+RA grubundaki sonuglar da
IP6 ve RA’y1 ayr1 ayn verdigimiz gruplardaki gibiydi. IP6 ve RA’y1 kombine vermek
TCDD’nin CYPI1A1l ekspresyonuna etkisini ayri ayri verildikleri duruma gore

degistirmemisti.

HiSTOPATOLOJIK BULGULARIN TARTISMASI

Calismamizda her iki kontrol grubunda da histopatolojik  olarak
degerlendirdigimiz bulgular hiicresel dejenerasyon, iltihabi hiicre infiltrasyonu, nekroz

ve preneoplastik fokus agisindan herhangi bir patolojiye rastlanmadi.

130



DAB+TCDD grubunda kontrol grubuna gore hiicresel dejenerasyon tiim
zamanlardaki 6rneklerde olusmustu. 15. glin 6rneklerinden 120. giin 6rneklerine dogru
hiicresel dejenerasyonun arttigin1 gozlemledik. 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde orta
siddette iltihabi hiicre infiltrasyonu olusmustu. Diizensiz ve hafif nekroz odaklar1 30. ve
60. glin Orneklerinde izlenirken orta siddettte nekroz odaklart 90. ve 120. giin
orneklerinde gozlendi. 90. giin 6rneklerinde orta, 120. giin 6rneklerinde belirgin siddette
preneoplastik fokus bulgusu mevcuttu. Bu durum DAB ve TCDD’nin uygulama

siiresine bagli olarak toksik etkilerinin arttigin1 géstermektedir.

DAB+TCDD+IP6 grubunda kontrol grubuna gore hiicresel dejenerasyon 30., 60.,
90. ve 120. giin orneklerinde hafif siddette olusmustu. 90. ve 120. giin o6rneklerinde
hafif siddette iltihabi hiicre infiltrasyonu, 60., 90. ve 120. giin 6rneklerinde yine hafif
siddette nekroz alanlar1 gézlenirken preneoplastik fokus bakimindan istatistige yansiyan

bir bulgu yoktu.

DAB+TCDD+RA grubunda kontrol grubuna gore hiicresel dejenerasyon 15., 30.,
60., 90. giin orneklerinde hafif siddette, 120. giin 6rneklerinde orta siddette gozlendi.
120. giin 6rneklerinde gozlenen orta siddetteki iltihabi hiicre infiltrasyonu diginda bu

grupta nekroz ve preneoplastik fokus olusumlar istatistiki agidan gézlenmedi.

DAB+TCDD+IP6+RA grubunda kontrol grubuna gore hiicresel dejenerasyon 30.,
60 ve 90. giin 6rneklerinde hafif siddette mevcuttu. 90. giin 6rneklerinde hafif siddette
iltihabi hiicre infiltrasyonu ve nekroz alani disinda bir patolojiye ve preneoplastik fokus

olusumuna rastlanmadi.

Bulgularimiz, bu iki ¢evresel kontaminant DAB ve TCDD’nin subkronik olarak
uygulandiklarinda karacigerde hiicresel hasarin yanisira preneoplastik fokus olusumuna

neden olduklarini gostermektedir.
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IP6 alan grubun hiicresel dejenerasyon, iltihabi hiicre infiltrasyonu ve nekroz
bulgular1 her bir 6rnek alim zamani kendi i¢inde degerlendirildiginde DAB+TCDD
grubuna gore farkli degilken bu bulgularin olusma zamanlari DAB-+TCDD
grubununkilerden daha ge¢ zamanda ortaya c¢ikmisti.  90. ve 120. giinlerdeki
preneoplastik fokus olusumunu ise anlamli derecede azaltmisti. O halde IP6’nin diisiik
dozda bile hiicre hasarim1 azalttifi ve preneoplastik fokus olusumunu Onledigi

sOylenebilir.

RA alan grupta her bir Ornek alim zamani igin hiicresel dejenerasyon
DAB+TCDD grubundan farkli degildi. 120. giin 6rneklerinde DAB+TCDD grubuna
gore iltihabi hiicre infiltrasyonunda fark goriilmezken, nekroz ve preneoplastik fokus
olusumlarinin DAB+TCDD grubuna goére anlamli derecede azalmasi TCDD’nin A
vitamini deplesyonu kabiliyetine karsin RA’nin karacigerde nekroz ve preneoplastik

fokus olusumlarini engelleyebildigini gostermektedir.

I[P6+RA kombinasyonu, 90. ve 120. giin drneklerinde hiicresel dejenerasyonu, 60.
ve 120. giin Orneklerinde iltihabi hiicre infiltrasyonunu DAB+TCDD grubuna gore
azaltmisti. DAB+TCDD grubuna gore 90. ve 120. giin orneklerinde nekroz acisindan
bir iyilesme gozlenmezken preneoplastik fokus olusumu anlamli derecede azalmusti.
[P6+RA kombinasyonunun karacigerde preneoplastik fokus olusumunu sinerjik etki ile
engelleyebildigi ancak bu olusum bakimindan ayri ayri1 verilmeleri ile kombine

verilmelerinin pek fazla fark yaratmadigi soylenebilir.

Deneysel karaciger kanser modeli olusturmak icin baslatic1 (initiator) olarak p-
DAB ve promotdr olarak TCDD’yi kullandigimiz c¢aligmamizda subkronik olarak
verdigimiz bu kimyasallar Spraque dawley erkek siganlarin karacigerlerinde
preneoplastik fokus olusumuna neden olmustur. Her iki kimyasalda giinliik hayatta
karsilasabilecegimiz, yaygin ¢evresel kirleticilerdir ve ayr1 ayri kanserojenik etkilerini
ortaya koyan pek cok calisma mevcuttur. Calismamizda elde ettigimiz bulgular, bu
cevresel Kkirleticilerle temasin kaginilmaz oldugu durumlarda diyetle IP6 ve RA

alinmasinin karaciger i¢in koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Deneysel kanser modeli olusturmak igin kullandigimiz DAB ve TCDD’nin
karacigerdeki etkilerine karsi IP6 ve RA’nin koruyucu roliine ait sonuclar asagida

belirtilmistir.

DAB+TCDD alan grup 3’de hepatik hasara ragmen serum ALT seviyelerinde
gozlenen disiik degerler, DAB+TCDD kombinasyonunda 6zellikle TCDD’ nin etkisiyle

karacigerde ALT sentezinin baskilandigini diisiindiirmektedir.

DAB+TCDD kombinasyonu grup 3’de, zamanla ve biriken TCDD dozuyla
birlikte muhtemelen hiicre hasarini arttirarak serum AST degerlerinde artiga neden
olmustur. IP6 ve RA alan gruplarda serum AST degerlerinin azalarak kontrole
yaklagmas1 IP6 ve RA’nin hem ayr1 hem de birlikte uygulandiklarinda hiicre hasarim

azaltmalariyla iligkili gibi goriinmektedir.

DAB+TCDD kombinasyonu grup 3 ve 4’de serum ALP degerlerine belirgin bir
katkida bulunmamistir. Oysa RA alan grupta gozlenen artmis serum degerleri RA’nin
vitamin A metabolizmasi aracilifiyla biiylik olasilikla ALP sentezini arttirmasindan

kaynaklanmaktadir.

Grup 3’de gozlenen diisiik serum LDH degerleri TCDD’nin LDH aktivitesini
baskilamasindan kaynaklaniyor olabilirse de LDH enzim sentezini baskilamasindan da
kaynaklaniyor olabilir. IP6 ve RA alan gruplarda da TCDD’nin inhibisyon etkisi grup

3’e benzer sekilde gozlenmistir.

DAB+TCDD kombinasyonu grup 3’de hem hepatosit hasar1 hem de preneoplastik
lezyonlarin olusumuna neden olmustur ve VEGF degerleri hepatosit hasarina yanit

olarak, preneoplastik lezyonlardan salinarak ve muhtemelen TCDD’nin AhR yolag:

133



araciliiyla katkis1 nedeniyle yiiksek bulunmustur. IP6, preneoplastik lezyon olusumunu
ve hiicresel hasar1 azaltarak ve belki mitojenik sinyal yolagi blokaji araciligiyla
DAB+TCDD grubuna gore VEGF seviyelerini azaltmistir. RA ise muhtemelen vitamin
A metabolizmasi araciligiyla VEGF sentezini arttirarak VEGF degerlerinde kontrole

gore 1limli bir artisa neden olmustur.

TCDD, AhR yolagi araciligityla MMP-2 ekspresyonunu uyarabilse de
DAB+TCDD grubundaki MMP-2 artisinin  gbzlendigi zamanlar preneoplastik
lezyonlarin gozlendigi zamanlarla uyumludur ve muhtemelen MMP-2 artis1 bu
lezyonlardan salinma nedeniyle gozlenmistir. IP6, antimitojenik etki ile MMP-2
ekspresyonunu azaltarak, RA ise MMP-2 ekspresyonu ve/veya aktivitesini azaltarak
MMP-2 degerlerini grup 3’e gore diislirmiistiir. [IP6+RA kombinasyonunda bu diisiis

biraz daha fazla olmustur.

DAB+TCDD kombinasyonu subkronik, diisiik doz uygulandiginda reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu araciligiyla lipid peroksidasyonunu arttirmaktadir. IP6 ve RA ise

hem ayr1 hem de birlikte verildiklerinde lipid peroksidasyonunu azaltmaktadirlar.

Grup 3’de gozlenen sitoplazmaya salinan sitokrom c miktarindaki azalma
DAB+TCDD kombinasyonunda 6zellikle promotdr olan TCDD’nin apoptozu inhibe
etmesiyle iliskili goriinmektedir. IP6 ve RA ise olasilikla mitokondri membran

potansiyelini etkileyerek sitokrom ¢ salinimini ve dolayistyla apoptozu arttirmaktadir.

DAB+TCDD kombinasyonu muhtemelen biriken dozla beraber DNA
fragmantasyonunu azaltarak apoptozu baskilamistir. IP6 ve RA ayr1 ayr1 DNA
fragmantasyonunu arttirabilme yetenegindedirler ve birlikte verildiklerinde de

sinerjistik etkiyle DNA fragmantasyonunu arttirmiglardir.
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DAB+TCDD kombinasyonunda muhtemelen TCDD’nin biriken dozuna bagli
olarak artan toksisitesi CYP1A1 protein ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. IP6
ve RA ise TCDD’nin CYPIA1 ekspresyonu iizerindeki inhibisyon etkisini kismen

diizeltmistir.

DAB+TCDD kombinasyonu subkronik olarak uygulandiginda uygulama siiresi
arttikca karacigerde hiicresel dejenerasyon, itihabi hiicre infiltrasyonu ve nekroz
olusumunu arttirmaktadir. Ayrica preneoplastik fokus olusumuna neden olmaktadir. IP6
ve RA ise karacigerde hiicresel hasari azaltarak preneoplastik fokus olusumuna karsi
koruyucu rol oynamaktadirlar. IP6 ve RA birlikte verildiginde ise hiicresel dejenerasyon

ve iltihabi hiicre infiltrasyonunu ayr1 verilmelerine oranla daha fazla azaltmistir.

Sonu¢ olarak karaciger kanser modeli olusturmak i¢in p-DAB’in baslatici
(initiator) ve TCDD’nin promotdr olarak bir arada verildigi bu deneysel calismada
DAB+TCDD kombinasyonunun karacigerde preneoplastik fokus olusumunu tetikledigi
gosterildi. Bu siiregte IP6 ve RA’nin preneoplastik doniisiimii biiyilk oranda
engelleyerek koruyucu rol oynadigi belirlendi. [P6 ve RA’nin  koruyucu
fonksiyonlarmin antiproliferatif 6zelliklerine, apoptotik mekanizmalar1 uyarmalarina ve
ozellikle TCDD’nin neden oldugu protein sentezi ve enzim aktivitesi ile ilgili

bozukluklar1 diizeltmelerine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu iki kimyasal ajanin doz ve temas siiresinin karaciger lizerindeki etkilerinin

arastirtlacagi ilave caligmalarin yararli olacag: goriisiindeyiz
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