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OZET

Bu calismada, dietilnitrozamin (DEN) ve 2-asetilaminofloran (2-AAF)’nin 2
aylik 86 adet Spraque dawley tiirii sican karacigerinde tiimor olusturma etkileri ile
demethoxviridin (DMV) ve ondan tiiretilmis 1-o-hidroksi- demethoxviridin (1-0-
hidroksi-DMV)’in  bu tiimér olusumunu ne derece Onleyebildikleri arastirildi. Bu
amacla deney hayvanlart 10 gruba ayrildi. Gruplar, 1.grup (kontrol), 2.grup (0,1 ml yag
gavajla), 3.grup (0.1 ml DMSO i.p), 4.grup (0.1 ml DMSO’da coziindiiriilerek 1.5
mg/kg DMV oraninda i.p), 5.grup (0.1 ml DMSO’da coziindiiriilerek 1.5 mg/kg 1-o-
hidroksi-DMV oraninda i.p), 6.grup (0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek 175 mg/kg DEN
oraninda i.p), 7.grup (0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek 20 mg/kg 2-AAF oraninda 0.1
ml yag ile birlikte gavajla), 8.grup (DEN uygulamasindan bir hafta sonra 20 mg/kg 2-
AAF oraninda 0.1 ml yag ile birlikte gavajla), 9.grup (DEN + 2-AAF ile birlikte 16., 23.
ve 30. giinde 1,5 mg/kg dozunda DMV, 0.1 ml DMSO’da ¢o6ziindiiriilerek i.p) ve
10.grup (DEN + 2-AAF ile birlikte 16., 23. ve 30. giinde 1,5 mg/kg dozunda 1-o-
hidroksi-DMV oraninda 0.1 ml DMSO’da c¢oziindiiriillerek i.p) olarak diizenlendi.
Deneyin 5. haftasinda, eter anestezisi altinda siganlarin karacigeri alindi. Karaciger
homojenatlart hazirlanarak, SOD, Gpx ve katalaz enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. Ayrica, karaciger mikrosomlar1 hazirlanarak,
Western blot yontemiyle CYP1A2 enzimlerinin ekspresyonu incelendi. Karaciger doku
preperatlart H&E boyama yontemi ile histopatolojik olarak ve immunohistokimyasal

yontem ile de Ha-Ras, GST-p ve Cx32 proteinleri yoniinden degerlendirildi.

Elde edilen bulgular, kontrole gore SOD aktivite % inhibisyonunun 6., 7. ve
8. gruplarda cok onemli diizeyde, 10.grupta onemli diizeyde azaldigi ve 9.grupta ise
kontrol diizeyine yaklastirdigr ortaya koymustur. Gpx bakimindan, kontrole gore, 2.,
3.,4.,5., 7. ve 9. gruplarda fark bulunmazken 6., ve 8. gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde,
10. grupta ise énemli diizeyde fark bulundu. MDA diizeyi 2., 3., 4. ve 5. gruplarda
kontrole yakin degerlerde fakat 6., 7., 8., 9. ve 10. gruplarda ¢cok 6nemli diizeyde

yilksek bulundu. Katalaz  aktivitesi, 2., 3., 4., 5. ve 9. gruplarda kontrole benzer



diizeyde iken, 6., 7., 8., ve 10. gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde azalma gosterdi. CYP1A2
ekspresyonu, kontrol grubuna goére 2. ve 3. gruplarda farkli bulunmadi, 4. grupta en az,
5. ve 10. gruplarda Onemli, 6., 7., 8. ve 9. gruplarla ise ¢ok Onemli diizeyde farkli

bulundu.

Histolojik olarak; 1., 2., 3., 4. ve 5. gruplarda dejeneratif bulgular ve
patolojik bozukluklara rastlanmazken, 6., 7. ve 8.gruplarda, 8. grupta daha fazla olmak
iizere, hepatosit karyomegali, hepatosit sitomegali ve iltihabi hiicre infiltrasyonu
olusumu gibi patolojik bozukluklar gézlendi. Immunohistokimyasal olarak; Ha-Ras ve
GST-p’nin 8.grupta arttigi, 9. ve 10. gruplarda diistiigli, Cx32’nin ise tiim gruplarda
degismeden kaldig1 belirlendi.

Sonug olarak, her iki mantar metabolitlerin de preneoplastik dénemde etkili
oldugu ortaya kondu. Fakat bu sonucun daha da kesinlesebilmesi ve preneoplastik
donemi takip eden evrelerde ne gibi etkilerinin olabilecegini ortaya koyabilmek i¢in,

heniiz ¢cok yeni olan bu konuda, daha ¢ok caligsmaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sozciikler : 2-AAF, Antioksidan enzimler, Cx32, CYP1A2, DEN, DMV,
GST-p, Ha-Ras, 1-0-hidroksi-DMV



SUMMARY

In this study, we determined the effects of diethylnitrosamine (DEN) and 2-
acetylaminofluorene (2-AAF) in the liver of 2 months old, totally 86 Spraque dawley
rats, and we determined the effects on protection of tumorogenesis of demethoxyviridin

(DMV) and its metabolite 1-a-hidroksi-demethoxyviridin (1- a-hidroksi-DMV).

We grouped the study animals in 10 groups. The first one was the control,
the second group (olive oil), 3. group (DMSO), 4. group (DMV), 5. group (1-a-
hidroksi-DMV), 6. group (DEN), 7. group (2-AAF), 8. group (DEN + 2-AAF), 9. group
(DEN + 2-AAF + DMV) and 10. group (DEN + 2-AAF + 1- a-hidroksi DMV). DEN
(175 mg/kg DEN dissolved in 0.1 ml DMSO) was injected intraperitonally to its
administrated groups on first day. 2-AAF (20 mg/kg 2-AAF dissolved in 0.1 ml DMSO
and combined with 0.1 ml olive oil) was given to its administrated groups with gavage
technique on 7., 8. and 9. days. DMV and 1-a-hidroksi DMV (1.5 mg/kg separately,
DMV/1-a-hidroksi dissolved in 0,1ml DMSO) were injected intraperitonally to theirs
administrated groups on the 16., 23. and 30. days.

In the 5. week of the study, the rat liver tissues were removed under ether
anaesthesia. Liver homogenates prepared and SOD, Gpx and Catalase enzyme activities
and MDA levels determined spectrophotometrically. On the other hand liver
microsomes prepared and the expression of CYP1A2 enzymes determined with Western
blot technique. Liver tissue slides evaluated as histopathologically with H&E staining

and immunohistochemically about Ha-Ras, GST-p and Cx32 proteins.

The results showed too significant differences of SOD % activity inhibition
in 6, 7 and 8. groups. According to control group, in the 10. group the decreasing was
significantly and in the 9. group it was near to the control group. No statistical
differences were found in 2. 3. 4. 5. 7 and 9 groups about Gpx, but it is too significant
difference in 6™ and 8" groups, and it was significantly difference in 10. group. MDA
levels were nearly to the control in 2, 3, 4 and 5. groups, but it was too significantly

increase in the 6. 7. 8. 9 and 10. groups. Catalase activity was likely to the control in 2,



3,4,5and 9. groups, but in 6. 7. 8 and 10. groups it showed too significantly decrease.
CYP1A2 expression didn’t show a difference to the control in 2. and 3. groups. It was
the least in 4. group, it was significantly in 5 and 10. groups and too significant

decreasing in 6. 7. 8. 9. groups.

Any pathology and degeneration found histologically in 1. 2. 3. 4 and 5.
groups, but hepatocyte caryomegaly, hepatocyte cytomegaly and inflammatory cell
infiltration found pathologically in 6. 7. and 8. groups and more in 9. group.
Immunohistochemically, Ha-Ras and GST-P increased in 8. group, decreased in 9. and

10. groups and Cx32 didn’t change in any groups.

Finally, it was found that both of the fungi metabolites were effectible in
preneoplastic period. But there is need to new studies in order to make definite and find

the affects on following stages after preneoplastic period.

Key Words : 2-AAF, Antioxidant enzymes, Cx32, CYP1A2, DEN, DMV, GST-p,
Ha-Ras,1-hidroksi- DMV
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger kanseri, kanser cesitleri arasinda en yaygin gruba girer. Bu
kanserin olusumunda, fenobarbital (FB), alkol, aflatoksin B1 metaboliti, B ve C hepatit
viriisleri gibi ajanlar yaninda dietilnitrozamin (DEN), 2-asetilaminofloran (2-AAF)’de
etkilidir  (42,57,90,103). Karaciger tiimorii olusturulmasinda kullandigimiz
ksenobiyotiklerden DEN ve 2-AAF, fare, sican, hamster, tavsan, kopek, domuz ve
maymun gibi hayvanlar icin karsinojeniktir (2,11,66,92). Kemirgenlere birlikte
uygulanan DEN ve 2-AAF hepatokarsinogenesisi baglatir ve hepatositlerde
preneoplastik baslangica neden olur
(2,6,12,13,31,41,50,57,60,63,85,90,94,99,100,101,102,103). DEN’in indiikleyici, 2-
AAF’nin ise promotor olarak mesane ve karacigerde tiimor olusturucu etkiye sahip

oldugu bildirilmistir (6,13,57,60,90).

Karsinogenezin temelinde, bilylimenin kontrolii ve farklilagsma gibi biyolojik
olaylan etkileyen mutasyonlarin agsamali olarak bir araya gelmesi yer alir (28). Hiicre
sinyal iletim yollar ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara sik olarak
rastlanmaktadir. Hiicre, boliinme sinyalini aldiginda, sinyal ileti sisteminden olan sinyal
baslatma ve sinyal olusturma yolu 6rnegin, Protein aktive edici kinaz (MAPK), Protein
Kinaz C veya reseptor olmayan protein kinaz/sinyal iletici transkriptaz aktivatorii

(JAK/STAT) yolunu devreye sokarak boliinmesini tamamlar (15,39,42).

MAPK iletim yolu, Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf (MAPKKK),
MEK (MAPKK) ve ERK (MAPK) protein kinaz sistemi ile ilerleyerek transkripsiyonu
baslatir (15,28,39,79). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler, hiicre
zar1 ve hiicre cekirdegi arasindaki bilgi aktariminda ¢ok Onem tagirlar. Sinyal ileti
yollari, embriyogenezis, yasama, cogalma, farklilasma ve apoptozis islevlerinin

diizenlenmesinde rol alirlar (10,28).

Deneysel olarak, DEN uygulanmis farelerin karacigerinde, MAPK yolunda
gorev alan Ha-Ras proto-onkogenlerinin 61. kodonunda mutasyon belirlenmistir (7,32).
Timorlii karaciger hiicrelerindeki Ha-Ras ile normal hiicre incelendiginde, tiimorlii

hiicre p21** proteinlerinin anti-apoptotik etkiye sahip olduklari, fosfotidil-3-kinaz gibi



onkogen protein kinaz ve biiylime faktorii reseptorlerince aktif hale getirildikleri
belirlenmistir (32,33). Ras onkoprotein aktivasyonu, hiicre c¢ogalmasimi artirabilir.
Ozellikle, aromatik bilesikler (DEN ve phenobarbital, 2-AAF gibi ajanlar)’in etkisi ile
Ha-Ras ve Ki-Ras’ta ortaya c¢ikan mutasyonlar sonucu olan aktivasyonun fare

karacigerinde tiimor olusturdugu ortaya konmustur (32).

Timor olusumu sirasinda, MAPK yolunun agsir1 aktif oldugu ve nedeni
heniiz tam agiklanmamis olsa da konneksin 32 (Cx32)’nin aktivite ile baglantili olarak

azaldig bilinmektedir (46,49,97).

DEN ve 2-AAF’nin karaciger dokusunda sitokrom p450 sistemini etkiledigi
ve buna baghh olarak preneoplastik lezyonlarin olustugu, ancak bu iligkinin tam
aciklanamadigr bildirilmektedir (61). Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda,
detoksifikasyon enzimleri faz 1 ve faz II olmak iizere ardisik iki reaksiyonla gdrev
yaparlar (60,64,83). Faz I'de gorev yapan sitokrom P450 enzimleri poliaromatik
hidrokarbonlart onun istenmeyen metabolitleri olan oksijenli epoksit ve dihidrodiol
epoksitlerine dontistiiriirler. Bu metabolitler de DNA ile bag olusturarak kansere yol
acarlar. Bu olay en cok karaciger ve akcigerde gerceklesir (3). Calismamizda
arastirdigimiz, CYP1A2, sican ve insan hepatositlerinde detoksifikasyona katilan
sitokrom p450 enzimlerinin bir tipidir. CYP1A2, detoksifikasyon isleminin birinci
fazinda bir monooksijenaz olarak gorev yapar. Bu nedenle miktarinda azalma olur
(5,16,22,60,66,69,81,84,87,93). Faz II reaksiyonlarinda gorev yapan Glutatyon-S-
transferaz p (GST-p) ise, karacigerde preneoplastik lezyon olustugunda hiicre
sitozoliinde bulunan bir enzimdir. Caligmamizda da arastirdigimiz, GST-p ¢ok yonlii bir
protein olup ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda Onemli role sahiptir ve
hepatositlerde, ksenobiyotiklerin ~ toksik metabolitlerinin olusumunda glutatyon
konjugatlarin olusumunu saglar (16,17,19,50,52,56,60,64,66,74,83). GST-p, erken
tiimor tanisinda timor olusumunda asir ekspresyon gostermesi ve miktarinin artmasi

nedeniyle belirleyici olarak kullanilmaktadir (14,17).

Tiimor olusumunu etkileyen faktorlerin cogunun, hiicrede radikal olusumuna

neden oldugu gosterilmistir. Bu radikallerin, lipit peroksidasyonu ikinci iiriinii olan



malondialdehiti (MDA)’ artirdigr (1,21,25,30,98), ama buna karsilik savunma sistemi
enzimleri olan siiperoksitdismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (Gpx) (28,91,98,104)
ve katalazin (30) miktarlarini azalttig1 belirlenmistir.

Yapilan bir calismada, DEN ve FB uygulanan sican karaciger hiicrelerinde,
normal hiicrelere gére Gpx (glutatyon peroksidaz) ve SOD (Siiperoksit dismutaz)’da
azalma, katalaz ve MDA (malondialdehit)’da ise artis oldugu belirlenmistir. Bu durum,
serbest radikallerin neden oldugu hasara kars1 enzimlerin zar ve sitoplazma savunucusu
olarak gorev aldiklarimi ortaya koymaktadir. Bu savunmada SOD ve katalaz, oksijen
radikalini hidrojen peroksit ve suya doniistiiriir. Olusan hidrojen peroksit, glutatyon

peroksidaz tarafindan yakalanarak katalaz enzimi veya diger enzimlerce yok edilir (9).

Biz calismamizda, bir mantar metaboliti olan wortmanninden tiiretimis
demethoxyviridin (DMV) ve 1-o-hidroksi demethoxyviridin (1-o-hidroksi-DMV)’nin,
fosfotidil-3-kinaz (PI 3-kinaz)’it inhibe etmek suretiyle Ha-Ras’1 inaktive edip,
MAPK’1n aktivitesini azaltarak karacigerde tiimor olusumunu Onleyip dnleyemecegini

aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

Hepatoselliiler karsinoma, diinyada, en yaygin kanserlerden biri olup, bunun
olusumunda dietilnitrozamin (DEN), 2- asetilaminofloran (2-AAF), fenobarbital, alkol
gibi kimyasallar, aflatoksin B1 metabolit ya da hepatit viriisleri (B ve C) gibi ajanlarin
etkendir (42,57,90,103). Karsinogenezin temelinde, hiicrenin ¢ogalmasi, ¢ogalmanin
kontrolii ve hiicrelerin farklilasmas1 gibi biyolojik olaylar1 tetikleyen mutasyonlarin
asamal1 olarak bir araya gelmesi yer alir. Kanser gelisimi siirecinde, hiicreler ¢esitli
degisimlere ugrar. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve sinirsiz cogalarak ve cevre
dokuya yayilmalarina neden olur (28). Karsinogeneziste, sinyal iletim yollar1 ve sinyal
proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara da sik olarak rastlamir. Sinyal
iletiminde meydana gelen degisimler hiicre siklusu kontrol noktalarimin inaktif hale
gecmesine neden olur. Bu durum, timor gelisimi ve invazyon/metastaz siirecinde etkin

rol oynar (28).

2.1. Hiicre Siklusu ve Kanserde Sinyal iletim Yollar:

Bir hiicrenin canliliginin gostergesi olan en anahtar noktalardan biri onun
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicreye boliinmesidir. Genel olarak, hiicreler bir boliinme
sinyali almadiklan siirece hiicre siklusunun aktif (G;, G, S ve M) fazlarina girmezler ve
Gy fazinda beklerler. Hiicre boliinmesinde biiylime faktorleri, sitokinler veya mitojenler
gibi ¢esitli faktorler rol oynar. Hiicre, boliinme sinyali aldiginda, mitojen aktive edici
protein kinaz (MAP kinaz=MAPK), protein kinaz C veya reseptér olmayan protein
kinaz/sinyal iletici transkriptaz aktivator (JAK/STAT) yollart gibi sinyal ileti sistemi
devreye girer. Gerekli protein senteziyle iliskili transkripsiyon baglar, bdylece hiicre

mitoza girer (15,39,42).



2.1.1. MAPK Sinyal iletim Yolu

MAPK’lar, “mitojen aktiviteli protein kinazlar” siiper ailesinde yer alir.
Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda 6nem tasir. Bu sinyal ileti yolu, embriyogenezis,

biiylime, ¢ogalma, farklilagsma ve apoptoz islevlerinin diizenlenmesinde rol alir (10,28).

MAPK yolu, reseptor aracili uyarnin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir
ardisik kinaz sistemi olarak ¢alisir. Bu sistem hem sinyalin giiclendirilmesi hem de
diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) acgisindan Onem tasir.
Sinyal iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baglar ve MAP kinaz kinaz
kinaz ‘m (MAPKKK=Raf) aktivasyonundan sonra sirasiyla MAP kinaz kinaz
(MAPKK=MEK) ve MAP kinaz (MAPK=ERK) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik
substratlar1 (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya niikleus
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive ederek hiicrenin biyolojik
cevabinin  olugmasin1 saglar. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ve kanser
hormonlari, biiylime faktorleri, farklilasma faktorleri ve tiimor baslatici (promotor)
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslar ve
sirastyla Raf, MEK ve ERK proteinleri olan kinaz sistemi ile ilerler. Ras ve Raf
protoonkogendir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde
bulunurlar. Hiicrenin uyarilmast ile GDP’nin yerine GTP baglanarak, aktif
konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenir (Sekil 2.1). Ras aktivasyonu tersinir bir
stirectir. Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS (son of sevenless) ve Grb2
(growth-factor-receptor-bound protein 2) adaptdr proteinleridir. Bu sinyal yolunun
efektor molekiilleri, SOS {izerinde negatif diizenleyici etki ile Ras aktivasyonunu
sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri, Raf kinazlara yiiksek afinite ile
baglanarak onlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglar

(15,28,39,79).
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Sekil 2.1. MAPK yolu arasinda , biiyiime faktor reseptor-tirozin kinaz sinyal yolu
gosterilmistir (POLLAND T. D., EARNSHAW W. C.: Cell Biology
kitabindan modifiye edilmistir (79)).

Insan tiimorlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ ERK yolunun asir1 aktivasyonu
s6z konusudur. Bu oran tiimorlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile uyumludur. Mutant Ras
proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalarak hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan
sorumlu tutulmaktadir. Diger yandan, transferaz inhibitorleri Ras aktivasyonunu onler.
Klinik c¢alismalar, bu ajanlarin antitiimoral etkilerinden tedavide yararlanilabilme
olasiligimi giiclendirmektedir. Ras iletim yolu ile tetiklenen transformasyon siirecinde
sinerjik etkilesim de 6nem tasir. Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biiyiime
faktorlerinin PI-3 kinaz (Fosfoinositol-3-kinaz=PI-3K) yolunu uyarmalarinda Ras’in
etkinligi minimal diizeydedir. Buna karsilik onkojenik Ras, PI-3 kinaz yolunun gii¢lii
bir aktivatoriidiir. Onkojenik Ras bu yolu aktive ederek apoptozisi baskilar. Insan
kanserlerinin 6nemli bir boliimii epitel hiicrelerinden koken alir. Dolayisiyla, bu
hiicrelerde apoptozisin baskilanmasi karsinogenez siirecinde kritik etkenlerden birini

olusturur (20,28).



2.1.2. Ras ve Raf’in MAPK Sinyal iletim Yolu ile iliskisi

Ras sinyali degisik, hiicresel fonksiyonlara sahiptir. Bu hiicresel
fonksiyonlar ¢ogalma, farklilasma ve apoptozdur. Ras izoenzimlerinin fonksiyonlari
tam olarak anlagilamamakla birlikte, Ha-Ras ve Ki-Ras fonksiyonlarinin birbirlerine zit
oldugu bilinmektedir. Ha-Ras izoformu 12V-Ha-Ras’1n asir1 ekspresyonu sonucu PI-3
kinaz inhibitorii olan LY294002 PI3K/Akt sinyal potansiyeli inhibe edilerek iyonize
radyasyona diren¢ olusturur. Boylece, asiri ekspresyon engellenmis olur. Ki-Ras
izoformu olan 12V-Ki-Ras’in asir1 ekspresyonu iyonize radyasyon MAPK aktivitesinin
artmasina neden olur. MAPK inhibitorii olan p38 de iyonize radyasyona bagl hiicre
Olimiinii azaltir. MAPK’in aktivitesi i¢in Oncelikle, Ras’in aktivasyonu gerekir
(20,46,67). Bu aktivasyonda fosfolipid fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2)’nin rolii
biiyiiktiir. PIP2, hiicre zarinda lokalize olmustur. Farkli hormon ve biiyiime faktorlerinin
etkisiyle uyarilan fosfolipaz C, PIP2'yi hidrolize ederek diagilgliserol (DAG) ve inositol
1,4,5 trifosfot (IP3) meydan gelir. DAG ve IP3 ikincil mesajc1 olarak, gorev yaparlar.
DAG, protein kinaz C ailesine ait olan protein-serin / threonin kinaz1 aktive eder.
Protein kinaz C’ler DAG’1n analogu olan forbol esterleriyle de aktive edilir. Aktive olan
protein kinaz C, Raf/MEK/MAPK yolunu harekete gecirerek hiicre cogalmasi ile ilgili
genlerin ekspresyonunu veya proteinlerin fosforilasyonunu saglar (Sekil 2.2)

(15,33,39,42,46,47).
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Sekil 2.2 Forbol esterlerin MAPK yolundaki roliit (POLLAND T. D., EARNSHAW
W. C.: Cell Biology kitabindan modifiye edilmistir (15,47,79)).

2.1.3. MAPK ile Cx32 proteinin iliskisi

Memeliler, 20 tip konneksin proteini iiretir. Biri digerine benzer sekilde
iiretilmesine ragmen farkli zamanlarda farkli yerlerde gelisirler. Konneksin proteinlerin
6 tanesi bir araya gelerek bulunduklar hiicre yiizeylerinde kanal olusturur. Gap junction
adi verilen bu yap1 sadece kiigiik molekiillerin gecisine izin vermektedirler. Embriyonik
gelisim, salgilama, hiicre farklilasmasi ve biiylimenin kontroliinde 6nemli goreve
sahiptir (8,46,62,70). Cx32, karacigerde Gap junction kanalin1 olusturan konneksin
proteinidir. Fare ve sicanlarla yapilan calismalarda, Cx32 eksikliginin karaciger
fonksiyonunun bozulmasina neden oldugu belirlenmistir. Karsinojenik kimyasal
ajanlarin deney hayvanlarinda benzer sekilde Cx32 eksikligine neden oldugu

belirlenmistir (8,46,62,66,70).

Bu kimyasal ajanlarin tiimor olusumunu indiikledikleri de belirlenmistir.

Tiimor olusumu gozlendiginde Cx32’nin yok edildigi ortaya konmustur (46,68). Heniiz



Cx32’nin tiimor olusumunda neden yok edildigi ortaya konmamistir. Fakat, calismalar
MAPK yolunu isaret etmektedir. Ciinkii, timor olusumu sirasinda MAPK yolunun asir1
aktif oldugu belirlenmisti. MAPK’in aktivasyonu sik sik timdr olusumunun
karakteristigini gostermektedir. MAPK asirt aktif oldugunda neden tiimoér olusumu sz
konusudur ve Cx32 ile arasindaki baglanti nedir? Bu sorunun cevabi heniiz

bilinmemektedir (46,49,97).

2.1.4. MAPK Yolunda, PI-3 kinaz ve H-Ras iliskisi

PI-3 kinaz ailesi, bilyiilme ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu
proteinlerdir. Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3 kinaz, inozitol fosfolipidlerin
fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3) bu yolla olusan bir lipid
arac1 molekiiliidiir. PIP3, PIP3 bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin
aktivasyonundan sorumludur (Sekil 2.3). Protein kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri
tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu genler, viral v-akt onkogeninin insanda bulunan
homologlaridir. Sitokinler ve biiyiime faktorleri PI-3 kinaz ve PKB yolunu aktive
ederek hiicreler icin yasama sinyalleri olustururlar. Timor baskilayici proteinlerden
PTEN ise, PIP3 olusumunu inhibe ederek negatif diizenleyici olarak rol oynar.
Karsinogenezde etkili olan PI-3 kinaz sinyal yolu degisimleri, PI-3 kinaz’in sentezini

artirabilir (28).

Diethylnitrosamine (DEN) uygulanmis farelerde, MAPK yolunda gérev alan
Ha-Ras proto-onkogenlerin 61. kodonunda mutasyon belirlenmistir. Bu mutasyonda
karacigerde tiimor olusumunun indiiklendigi tesbit edilmistir (7,32). Timorli ve
normal karaciger hiicresi Ha-Ras yoniinden incelendiginde, sadece hiicrelerde p21Ras
proteinlerinin anti-apoptotik etkiye sahip olduklari belirlenmistir. p21** proteinleri, PI-
3 kinaz gibi onkogen protein kinaz ve biiyiime faktorii reseptorlerince p21R"‘S—GTP

kompleksi seklinde aktif hale getirilerek, hiicre ileti sisteminde, niikleus transmembran

reseptorlerden gelen sinyalin iletimine aracilik ederler (32,33).
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Sekil.2.3 Sinyal iletimi araciligiyla, bilyiime ve yasamadan sorumlu PI-3
kinaz ailesi ve protein kinaz B/Akt yolunun islevleri. (Protein
bagimli kinazlar (PDK), protein kinaz B (PKB), Tiimor baskilayici

protein (PTEN), Fosfor (F)(28))

Eger Ras geninde iic nokta mutasyonundan (12,13 ve 61.kodondaki
mutasyonlar) biri olusursa, Ras onkoproteinin ekspresyonu durur, boylece p21%*-GTP
kompleksi inaktif hale gelir (7,32,33). Bu durum, Ras proteinin ¢ok yonlii etkiye sahip
oldugunu gosterir. p21RaS-GTP kompleksi ile bazi proteinler (6zellikle Raf kinaz ailesi),
fosfotidil-3-kinaz ile dogrudan iliskiye girerler. Bu proteinler, Ras’in etkilerini geri
doniisiimsiiz olarak azaltirlar (17,32,33). Ras onkoproteinlerindeki aktivasyon hiicre
proliferasyonunu artirabilir. Ozellikle, aromatik bilesiklerden DEN gibi baslatic1 ve FB,
2-AAF gibi gelistirici ajanlar’in etkisi ile, Ha-Ras ve Ki-Ras’ta ortaya cikan

mutasyonlar, fare karaciger tiimor olusumunda rol oynarlar (32).



2.2. DEN ve 2-AAF’nin Karacigerde Tiumor Olusumundaki Rolleri

DEN ve 2-AAF, biyolojik sistemde tiimér olusumuna neden olan
kimyasallardir. Tiimor olusturmak i¢in kullanilan ksenobiyotiklerden DEN, 2-AAF ve
fenobarbital, fare, sican, hamster, tavsan, kopek, domuz ve maymun gibi hayvanlar i¢in
karsinojeniktir (2,11,66,92). DEN ve 2-AAF birlikte uygulanmas1 kemirgenlerde
hepatokarsinogenesisi baglatir ve hepatositlerde preneoplastik baslangica neden olur
(2,6,12,13,31,41,50,57,60,63,85,90,94,99,100,101,102,103,104). DEN indiikleyici, 2-
AAF ise promotdr olarak mesane ve karacigerde tiimor olusumunda rol alirlar
(6,13,57,60,90). DEN ve 2-AAF gibi promotor olarak gorev yapan FB ile yapilan bir

calismada bunlarin, H-Ras’in 61. kodonunda mutasyona neden oldugu belirtilmistir (7).

2.2.1. DEN’in Karacigerde Tiimor Olusumundaki Rolii

Kanser aragtirmalarinda timor indiikleyici olarak genellikle DEN
kullanilmaktadir (6,8,12,18,29,31,58,61,74,78,85,88,89,90,93,99,102). DEN’in
yapisinda amid, iireaz ve karbon igeren bilesikler bulunur (43). Amin iceren gidalarin
alimmasinda, mide suyunda nitrit ile birlesen amin son iiriin olarak DEN’in olusumunu
saglar. DEN sanayide, fiber endiistrisinde copolymerlerin yumusaticisi ve yag
iiretiminde katki maddesi olarak kullanilir. DEN, kanser olusumunda direkt etkiye
sahiptir. Bunun anlami enzimlere bagli olmaksizin DEN’in kendiliginden hidrolize
olmasidir (43,66). Iki hidroksilasyon reaksiyonu ile aktive olan DEN’in bu biyolojik
aktivasyonu sitokrom p450 tarafindan katalizlenir (43,60,90).



2.2.2. 2-AAF’nin Karaciger Tiimorii Olusumundaki Rolii

2-AAF, sentetik arylamin yapisinda olan 2-aminofloranin biyolojik olarak
asetillenmesi sonucu 2-AAF olusur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarinin ikinci
fazinda gorev yaparak DEN’in birinci adimindan sonra, ikinci adim olarak DNA’da
guanin bazina baglanip toksik etki olusturur. Bu toksik etki, mutasyonlara neden olarak,
karacigerde, sirasiyla preneoplastik, neoplastik, benign neoplazmi ve malign neoplazmi

olusur (Sekil 2.4) (6,18,31,44,48,50,57,60,74,76,85,94).

Normal Hiicre
. DNA 'nin etkilenmesi
Indiiklenme Hiicre replikasyonu
Epigenetik etki

Preneoplastik Hiicre

Onkogen aktivasyonu
Hiicre replikasyon
Transformasyon Azalmus apoptoz
Neoplastik Hiicre
Hiicre replikasyon
Yayilma Azalmis apoptoz

Benign Neoplazmi
Hiicre replikasyon

Heterojen Yayilma l Azalmus apoptoz

Malign Neoplazmi

Sekil 2.4 Ksenobiyotiklerin kullanim1 sonucunda olusan mutasyonlar, karacigerde
sirastyla preneoplastik, neoplastik, bening neoplazmi ve malign neoplazmi

olusturur (44).

DEN ve 2-AAF benzeri kimyasal tiimor promotor ajanlarin birikimi sonucu,
diiz E.R.’de detoksifikasyon reaksiyonlar1 i¢in detoksifikasyon enzimleri sentezlenir

(6,18,27,60,65,77). Bu enzimler topluca sitokrom P450 olarak bilinir. Sitokrom P450,



karaciger mikrozomlarinda ve adrenal korteks mitokondrilerinde temel elektron

transport zincirindeki en son enzimdir (96).

2.3. DEN ve 2-AAF’nin Sitokrom p450 Enzim Sistemine Etkileri

Sitokrom p450 enzimleri 15181 450 nm de en yiiksek diizeyde absorbe eder.
Bu enzimler detoksifikasyonun (Toksik maddelerin uzaklastirilmasi) ilk fazini
olustururlar. Substrat olarak, atmosferik oksijeni kullanip, oksitlenir ve yan iiriin olarak
da su ortaya c¢ikar. Sitokrom p450 enzimlerinin karakteristik ozelligi, tek bir kimyasal
substratin ¢cok degisik p450 enzimleri tarafindan yikilabilmesi, tek bir p450 proteinin ise
yapisal olarak farkli bir cok kimyasal maddeyi okside edebilmesidir. p450 enzimlerinin

kimyasal maddeleri metabolize ve detoksifiye etme kapasiteleri 6nemlidir (96).

DEN ve 2-AAF2nin etkisi ile karaciger dokusunda preneoplastik lezyonlarin
olusumu ile sitokrom p450 arasindaki iligki heniiz tam olarak belirlenememistir (60),
DEN ve 2-AAF’nin biyotransformasyonunda esas olan enzimatik reaksiyonlar faz I ve
faz II olmak iizere iki sekilde simiflandirilabilmistir. Faz I’de oksidasyon-rediiksiyon,

faz II’de ise konjugasyon reaksiyonlar1 gergeklesir (60,64,83).

Faz 1 ve faz II reaksiyonlarinda monooksijenaz enzimleri gorev yaparlar,

bunlardan sitokrom p450 enzim sistemi ;

1. Teropatik ajanlarin inaktivasyonu ya da aktivasyonunu,

N

Kimyasal ajanlar1 reaktif molekiillere doniistiirerek istenmeyen hiicresel

hasara, hiicre 6liimiine ya da mutasyonlara,
3. Steroid hormonlarin iiretimine,
4. Yag asitleri ve retinoidlerin metabolize olmasina,

5. Tlag-ila¢c etkilesimlerinde enzimlerin indiiklenmesi ya da inhibe

edilmesine aracilik eder (3,45).



Memelilerde, bu enzimlerin  yogun bulunduklarn organ karaciger olup
akcigerdeki miktarlan1 karacigere gore 0.1 — 0.001 arasinda degisir. Bu ailedeki
enzimler yapisal olarak farkli bilesiklerin oksidasyonunu kolaylastir. Ornegin,
kolesterol, vitamin D ve steroid hormon gibi viicuda yabanci olmayan (endojen)
maddelerin hem yapim hem de yikimlarinda bazi tepkimeleri bu enzimler katalize eder.
Tibbi ve tarimsal ilaglarda ayrica sigara dumaninda da bulunan benzen ve piridin gibi
poliaromatik hidrokarbonlar, aseton, etil alkol gibi organik coziiciiler, kozmetikleri,
yiyecek katki maddelerini ve organizmaya yabanci olan ¢ok sayidaki organik kimyasal
maddeleri oksitleyerek suda ¢oziinen maddelere doniistiiriirler. Genel anlamiyla bir
sekilde viicudumuza giren bu tip maddelerin, viicuttan atilmalar1 bu yolla olur. 1960’11
yillarda p450 enzim sisteminin tek islevinin viicuda alinan kimyasal maddeleri zararsiz
hale getirmek oldugu saniliyordu (3). Fakat bunlarin, zehirli maddeleri zararsiz hale
getirmenin yani sira, bazi toksik olmayan maddeleri de toksik metabolitlere
doniistiirerek tiimor olusumuna neden olduklari resbit edilmistir
(3,5,16,19,22,60,69,84,87,93). Sitokrom P450 enzimleri sigara dumaninda bulunan
poliaromatik hidrokarbonlardan benzoapireni, oksijenli metabolitlerine yani epoksit ve
dihidrodiol epoksitlerine doniistiirmekte, bunlar da DNA’yla bag olusturmakta ve bir

stire¢ igerisinde kansere yol agmaktadir. Bu en ¢ok karaciger ve akcigerde gerceklesir

(3).

Sitokrom P450 enzim sistemlerinin, bireyden bireye degisen ve oldukca farkli
olan formlar1 ortaya cikabilir. P450 ailesi cesitli sistemlerdeki en degisken aileyi
olusturur. CYP genlerinin inanilmaz cesitliginde en az 30 gen dublikasyonu rol oynar.
Bu proteinlerin kodlanmas1 i¢in bilinen 481 gen 74 aileye boliinerek en azindan % 40
oraninda gen varyasyonlariyla birbirinden ayrilir (96). Aile ismi sayiyla 6rnegin, CYP1,
CYP2 gibi gosterilmektedir. Memelilerde 77 ailenin sadece 14' ii bulunmaktadir.
Yaklagik 20 alt aile vardir ve bunlar rakamin oniine harf konularak 6rnegin, CYP1A
gibi ifade edilir. Kisisel enzimler, alt aileyi gosteren harfi takiben konan yine bir numara
ornegin, CYP1A2 gibi ile gosterilir (3,27,96). CYP1A2, sigcan ve insan hepatositlerinde
detoksifikasyona katilan sitokrom p450 enziminin bir tipidir (5,22,60,69,16,66,81,84,
87,93) ve DEN ile 2-AAF uygulanmis siganlarda bu enzimi ekspresyonunda azalma



belirlenmistir (60).  Ozellikle CYP2 ailesinin, hayvan organizmalar1 tarafindan

detoksifiye edilmesi gereken bitki toksinlerine yanit olarak gelistigi sanilmaktadir.

2.3.1. Sitokrom p450 Enzim Sistemi ve GST Enzimlerine DEN ve
2-AAF’nin Etki Mekanizmalar:

Benzo(a)pyrene, DEN, PB, 2-AAF ve acetaminophen gibi ksenobiyotiklerde
sitokrom p450 sistemi toksik metabolitler iiretmektedir. Bu olusan toksik bilesikler

hiicre hasarina ya da tiimor olusumuna neden olmaktadir (48,51,56).

Kimyasal ajanlarin oksidasyonu, sitokrom p450 tarafindan, GST araciliiyla
yapilir (97). Sitokrom p450, herhangi bir ajam1 (S, substrat) kendine baglayarak
katalizleme reaksiyonunda, oksitleyici ajan olarak oksijeni ve rediikleyici ajan olarak
da NADPH’1 kullanir. Alinan ajan i¢in bir baglanma bolgesine sahiptir, bu baglanma
bolgesinde tek bir demir ihtiva eden protoporphyrin IX (hem) yer alir. Memeli

hiicrelerinde sitokrom p450 bir elektron transport sistemine sahiptir (39,60,80).

Monooksijenaz

NADPH + H" + O, + SH ——> NADP* + H20 + SOH

Yapilan bir¢cok calisma, sitokrom P450’ye bagimli monooksijenaz
enzimlerinin  saflastirlmast  ve  mekanizmalarmin aydinlatilmas1  {izerinedir.
Arastirmalar, karaciger ve akciger monooksijenazlari ve bu enzimlerin énemli bir
pargasi olan sitokrom P450 iizerine yogunlagmaktadir. Sitokrom P450’nin izole edilme
yollarinin arastirilmasi, p450°nin akciger ve karaciger hiicrelerinde endoplazmik

retikulum membraninda gomiilii oldugunu ortaya koymustur (39,60,80).

Faz I hidroksilasyon reaksiyonundan sonra olusan madde, faz II’de glutatyon
konjugat ile baglanmir ve bu konjugat uygun transferazlar tarafindan katalizlenir

(39,44,66,97).

Faz II’de gorev yapan, GST immunohistokimyasal olarak arastirildiginda,
bunun GST-p karaciger preneoplastik lezyonlarindaki hiicre sitozoliinde yer aldigi

anlagilmistir. GST-p, cok yonlii bir protein olup, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda



cok onemlidir GST-p, tiimor olusumunda asir1 ekspresyon gostermesi nedeniyle erken

timor tamisinda timor belirleyicisi olarak kullanilir. GST-p, hepatositlerdeki,

ksenobiyotiklere ait toksik metabolitlerin olusumunu saglar (14,16,17,19,50,52,56,

60,64,66,74,83).. Ksenobiyotikler, glutatyon konjugat miktarinda artisa neden olarak

toksik hale getirir.

Glutatyon konjugat toksisitesi olusumu iki farkli mekanizma ile gerceklesir.

1.

2.

Mekanizma; konjugat direkt olarak alkillendigi zaman toksik etkilere
sahip olan siilfiir half-mustard molekiiliiniin etkisindedir. Ornegin, 2-
AAF once faz I’de sitokrom p450 enzimleri araciligiyla n-hidroksi-2-
AAF, daha sonra da faz II’de siilfoniltransferazlar (Omegin, GST)
araciligityla DNA’da guanine baglanarak  N-deoksiguanizin-8-yl-2-
AAF’ ye doniisiir (Sekil 2.5) (31,38,48,51,64). Diger bir 6rnekte de, GST,
1,2-dibromoetan ve  glutatyon  arasinda  konjugasyonun
katalizlenmesidir. Bu olayda half-mustard‘dan episiilfonium iyonu
olusur, bu iyon da DNA’ya baglanir. DNA ile glutatyon konjugatin
kovalent olarak baglanmasi, 1.2-dibromoetan karsinojenik etki gosterir

(17,40,52,53,61,97).

Mekanizma; glutatyon konjugat kendi toksisitesini yaratir. Bu olayda,
glutatyon onun uygun sistein konjugatina doniisiir, sistein konjugattan
da B-liyaz araciligi ile siilfiir kismini olusturan boliim yok edilir. Sonugta

toksik ve reaktif sistein konjugat olusur (17,35,38,40,48,51,53,97).
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Sekil 2.5. Detoksifikasyon reaksiyonlarinda sitokrom p450 ve siilfoniltransferaz

(GST) enzimlerinin faz I ve faz II’deki etkileri (38).



2.4. Karsinogenez ve Serbest Oksijen Radikalleri

Karsinogenez; hiicrelerde kimyasal, fiziksel, biyolojik ve genetik bir veya birden
cok degisikligin birlesmesi ile ortaya cikan bir zedelenme siirecidir. Tiimér olusumunu
etkileyen faktorlerin ¢ogu, hiicrede radikal {iiretimine neden olur. Bu faktorler,
karsinogenezin baslama, gelisme ve ilerleme asamalarinda da etkilerini gostererek
tiimor olusumu ve gelisimini indiiklerler. Bu konuda cesitli hayvan model calismalar1

yapilmistir, bunlar;
- Serbest oksijen radikali iireten bilesiklerin tiimoér promotorii oldugunu,

- Bu  bilesiklerden bazilarmin tiimor promotorunun biyokimyasal

fonksiyonunu taklit edebildigini,
- Bazi promotorlarin serbest oksijen radikali iiretebildigini,
- Antioksidan mekanizmanin tiimor promotorlar tarafindan diizenlendigini,

- Serbest oksijen radikali siipiiriiciilerinin,  antioksidantlar  ve
detoksifikasyondan sorumlu enzim ve molekiillerin tomériin ilerlemesini

engelledigini gostermistir (73).

2.4.1. DEN ve 2-AAF’nin Aktif Oksijen Tiirlerini Ureterek Tiimor

Gelisimine Etkisi

DEN’in metabolitleri, DNA’ya bir ya da iki oksidasyon saglayan elektron ile
kovalent baglanarak tiimor promotorlerinin baglanmasina aracilik eder (62). Tumor
promoturii bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif oksijen
molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bunun sonucunda superoksit ve
hidrojen peroksit birikimi gerceklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidant mekanizmanin
azalmasim ve yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu saglar. Bunun
sonucunda DNA’nin yapisinda kopma ve deoksiriboz parcalanmasi ortaya cikar.
Reaktif hidroksil radikalleri ayrica, lipid membran yag asitlerinin hidrojen atomlarini

ayirir. Hidroperoksi radikalleri, hidrojen atomlan ile doymamis ¢ok karbonlu yag



asitlerin karbonil gruplariyla birlesme saglayarak olusur. Buna ek olarak, hidroperoksi
radikalleri, lipid-hidroperoksit diizenlenmesindeki zincir reaksiyonundan hidrojeni
ayirirlar. Bunun igin, siiperoksit ve hidroperoksit radikalleri lipit peroksidasyon
(LPO)’nun artmasina neden olur ve hiicre membraninda hasar artis1 ortaya c¢ikar

(60,91).

Promotdr olarak fenobarbital (FB) ya da 2-AAF kullanilan hepatosit
hiicrelerinin peroksizomlarinda biiylime ve sayica artis gozlenirken, peroksizomal yag
asit oksidasyonu ve mikozomal hidroksilasyon aktivitesinde artisa neden olur. Bunun
sonucunda da; DNA hasart ve timdr olusumu ortaya ¢ikar. Olusan hasarin
giderilmesinde, serbest radikallere karsi, savunma sistemindeki spesifik enzimler rol alir
(9,36). Bu spesifik enzimlerin kullanilmisiyla; glutatyon peroksidaz (Gpx) ve
superoksit dimutaz (SOD)’da azalma, katalaz ve malondialdehit (MDA)’da ise artig
oldugu belirlenmistir (1,9,21,25,30,91,98,104). Yapilan bir calismada da DEN ve FB

kullanilarak tiimor olusturuldugunda katalaz ekspresyonunun azaldig bildirilmistir (30).

Yine DEN ve FB uygulanan sicanlarin karacigerinde, histolojik olarak,
preneoplastik fokus, nodiiller ve hiperplastik kupffer hiicrelerini belirlemislerdir. Aymi
calismada, Gpx ve SOD’da azalma ve katalaz’da artig belirlenirken, MDA’da artig
oldugu belirlenmistir. Bu enzimler antioksidan olarak, serbest radikallerin neden oldugu
hasara kars1 zar ve sitozolde savunma gorevi yaparlar. Bu savunmada, SOD, Gpx ve
katalaz cok onemlidir. SOD ve katalaz, oksijen radikalini hidrojen peroksit ve su haline
doniistiiriir. Olusan hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz tarafindan yakalanir, katalaz
veya diger enzim sistemleri tarafindan yok edilir. Bu enzim sistemleri NADPH’1
kullanarak, hidrojen peroksiti suya doniistiiriir. Kanserli hiicrelerde, normal hiicreye
gore SOD miktar daha yiiksek olmasinin nedeni, tiimor hiicrelerinde serbest oksijen

radikallerinin asir1 derecede tiretilmesidir (9).



2.5. Demetoksiviridin (DMV) ve 1-o-hidroksi-demetoksiviridin (1-o-
Hidroksi-DMYV)

DMV ve 1-0-hidroksi-DMV, wortmannin mantarindan tiiretilmis mantar
metabolitleridir. DMV, Nodulisporium hinnuleum mantarindan glukozlu ortamda, 1-o-
hidroksi-DMYV ise seyreltilmis hidroklorik asit ortamda DMV nin aseton ile muamele

edilmesiyle tiiretilmistir (Sekil 2.6) (54,75).

OH
@) \ (0]
O
Demetoksiviridin (DMV) 1alfa-hidroksi demetoksiviridin

(1 alfa hidroksi DMV)

Sekil 2.6 DMV’den 1-a-hidroksi DMV’nin sentezi (KIRAN I. ve arkadaslarindan
modifiye edilerek alinmustir (54,72)).

DMV ve lo-hidroksi-DMV metabolitleri, onemli bir hiicresel fonksiyon
mediatorii olan PI-3 kinaz gibi bazi enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek, antitiimor

etki gosterirler (Sekil 2.7) (23,24,26,34,55,59,71,72,75,86).
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Sekil 2.7 PI-3 kinaz’in wortmannin ile inhibisyonu (BRYAN H. ve arkadaslarindan
modifiye edilerek alinmistir (72)).

Wortmannin ya da tiirevlerinin PI-3 kinaz’in aktivitesi {izerine etkisi

arastinldiginda, biiyiime faktor reseptorlerince ve p21°%®

aktif hale getirildigi gosterilmistir (Sekil 2.8) (59,72,75).
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Sekil 2.8 Fosfotidil-3-kinazin wortmannin ile MAPK sinyal yolunda inhibisyonunun
gosterilmesi (POLLAND T. D., EARNSHAW W. C.: Cell Biology kitabindan
modifiye edilmistir (59,72,79)).



PI-3 kinaz heterodimer bir yapida olup, 85 kDa (p85) diizenleyici ve 100
kDa katalitik subunit (p110)’a sahiptir. PI-3 kinaz, hiicre membranin fosfolipid’e ait
myo-inositolii D-3-OH pozisyonununda fosforlar. Ayni zamanda fosfotidil 4,5 fosfatin
fosforlanmasini1 saglayarak fosfotidil 3,4,5 fosfati olusturur. Fosfotidil 3,4,5 fosfat da
PLC’yi aktive ederek PIP2'min hidrolizini stimule ederek, diagilgliserol (DAG) ve
inositol 1,4,5 trifosfot (IP3) doniisiimiinii saglar (34,72,75).

Pankreatik B-hiicrelerinde, wortmanninin PI 3-kinazi inhibe ederek PLC’nin
aktivitesini inhibe ettigi, boylece PIP2'min hidrolizini engelleyerek, diagilgliserol

(DAG) ve inositol 1,4,5 trifosfot (IP3) olusumunun engellendigi ortaya konmustur (34).

Wortmanninin in vivo olarak, insan MCF-7 meme kanser hiicreleri ve

murine C3H kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi tesbit edilmistir (59).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dalinda yetistirilen, 8 haftalik Spraque dawley tiirii sicanlar

kullanilmistir. Spraque dawley

sicanlar, havalandirma ve diger temizlik kurallarina

dikkat edilerek muhafaza edilmis yeterince normal ¢esme suyu ve pelet yem ile

beslenmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

DEN (Sigma, USA)
2-AAF (Sigma, JAPAN)
DMV (ESOGU Fen Edebiyat Fak. Biyokimya Bilim Dali, TURKEY)

1-0-hidroksi DMV (ESOGU Fen Edebiyat Fak. Biyokimya Bilim Dal,
TURKEY)

%30 Akrilamid/ Bis akrilamid 37,5:1 soliisyonu (Qbiogene, USA)
Amonyum persiilfat (Qbiogene, USA)

Hematoksilen (Bio optica, ITALY)

Hiicresel Glutatyon Peroksidaz Olgiim Kiti (Calbiochem, USA)
KCl (Merck, GERMANY)

%30 H,0O, (Sigma, GERMANY)

1.1.3.3 Tetraetoksipropane (Sigma, GERMANY)

2- Merkaptoethanol (Sigma, GERMANY)

Absolii Alkol (Detsan, TURKEY)

Absolii kloroform (Detsan, TURKEY)

Amonyum molibdat (Sigma, GERMANY)



Entellan (GBL, NETHERLAND)

Eozin (Bio optica, ITALY)

Fosforik asit (H,PO4 ) (Merck, GERMANY)
HCI (Merck, GERMANY)

Aseton (C3HgO) (Merck, GERMANY)
Bicinchonic asit assay kit (Sigma, USA)

Borik asit (H;PO,4) (Carlo Erba, ITALY)
Bromfenol mavisi (Merck, GERMANY)
Commassie brillant mavisi (Merck, GERMANY)
Cx32 antikor (Santa Cruz, USA)

CYP1A2 antikor (Santa Cruz, USA)
Dodesilsiilfat Natriyumsalz (SDS) (Merck, GERMANY)
Formaldehit (HCHO) (J.T. Baker, NETHARLAND)
Glasiyal asetik asit %99 (UNY, JAPAN)
Gliserol %87 (Pancreac, SPAIN)

Glisin (J.T.Baker, NETHARLAND)

GST-p antikor (Novo Chostra, USA)

Ha-ras antikor (Santa Cruz, USA)

Ksilol (Merck, GERMANY)

Loading buffer (Santa Cruz, USA)

Metanol (CH40) (Merck, GERMANY)
Molecular Weight Marker (Santa Cruz, USA)
Molecular Weight Marker (Serva, USA)

Na,HPO, (Merck, GERMANY)



n-Biitanol (Sigma, GERMANY)

Nitroselliilloz membran (Serva, USA)

Potasyum dihidrojen fosfat(KH,PO,) (Merck, GERMANY)
Panceaus S (Sigma, GERMANY)

RIPA buffer (Santa Cruz, USA)

Sekonder antikor (Santa Cruz, USA)

Serum fizyolojik

SOD ELISA Olgiim Kiti (Fluka, JAPAN)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck, GERMANY)

Sodyum dihidrojen fosfat 2 hidrat (NaH,PO42H,0) (Merck,
GERMANY)

Sodyum hidroksit (Reidel deHaen, GERMANY)
Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck, GERMANY)
Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, GERMANY)
TBA (tiyobarbitiirik asit) (Merck, GERMANY)
TEMED (N,N,N,N-Tetra-metil-etilendiamin) (Applichem, USA)
Total Protein Kiti (Bio-Clinica, ITALY)

Tris (ICN Biomedicals, USA)

Trizma base (Sigma, GERMANY)

Tween 20 (Merck, GERMANY)

Western blot Blocker (Sigma, USA)

Western blot luminal Reagent (Santa cruz, USA)

Zeytin yag (Komili, TURKEY)



3.1.3. Aygtlar

- Balon joje (100ml, 500ml)

- Mini elektroforez cihazi (Bio Rad, 170-3930)
- Bistiiri ucu

- Cam fanus

- Cam kalemi

- Ceker ocak

- Enjektor (10 ml)

- Etiiv (Niive NT 715)

- Fotograf filmi (Kodak)

- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Hayvan kafesi

- Homojenizator IKA-Ultra —Turrax T25)

- Homojenizator ucu (IKA-T25, S25N 10G)
- Kronometre

- Lam

- Lamel

- Manyetik karistiric1 (Niive)

- Meziir (50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml)

- Mikroskop (Olympus PM10-ADS marka fotomikroskop)
- Mikrotom (Reichert Jung 820)

- Operasyon takimi

- Otomatik pipetler

- Pastor pipeti ( Cam ve Plastik)



- Pipet uclar1 (1000 ve 100 ul)

- Plastik doku takip kaseti

- Sogutmali santrifiij ( Heraeus Biofuge Stratos)
- Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

- Spektrofotometre tiipleri ( 1 ml, 2 ml)

- Su banyosu (Niive)

- Synegene Kemilusans Goriintiilleme Cihaz

- Vial (Eppendorf)

- Vorteks mikser (Restch)

Mikroskop (Olympus)

Buz makinasi (Hoshizaki)

Buzdolab1 (Argelik)

Calkalayic1 (Janke & Kunkel, HS 500)

Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)

Derin dondurucu (-86°C) (New Brunswick Scientific)

- Distile su cihazi

Elektroforez (Biorad)

Fiber siinger (10,5x7,5cm) (Bio-Rad, 1703934)

Filtre kagidi (10,5x7,5cm) (Bio Rad, 1703932)

Giic kaynagi (Bio Rad, Power Pac 300, 165-5050)

Hassas terazi (Precisa-125A)

Kemiluminesans Analiz Software (Yazilim programi)

Mikropipet ucu (silikonlu 1, 200, 1000 ml) (Neptune)

Mikroplate okuyucu (ELISA) (LabSystems)



- Mini elektroforez transfer cihazi (Bio Rad, 170-3930)
- pH metre (NEL)

- Shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)

3.2. Yontem

3.2.1. Doz _ve Deney Gruplar:

Calismada 86 adet 150-200 gr agirliginda 8 haftalik Spraque-dawley tiirii
sican kullanildi. Doz ve deney gruplar1 Cizelge 3.1°de verildi.



Cizelge 3.1. Doz ve deney gruplar

Gruplar n | Birinci doz ve diger rutin uygulamalar ikinci uygulamalar
1.Grup 8 Su+ Yem -
Kontrol
2.Grup 8 0,1 ml/kg gavaj -
Yag Su+ Yem
3. Grup 8 Su+ Yem 1. Haftada 0.1 ml DMSO i.p. olarak
DMSO verildi
4.Grup 8 DMV (1,5 mg/kg) DMSO’da
DMV Su+ Yem gozqndurulerek 16., ?3., ve 30. glinde bir
kez i.p. olarak verildi.
5.Grup 8 1-a-Hidroksi DMV (1,5 mg/kg)
1-o-Hidroksi Su+ Yem pmgobqa EOZ‘?nd“‘iulefk 1.61'21.23" ve 30.
DMV giinde bir kez i.p. olarak verildi.
DEN, 175 mg/kgi.p
6.Grup 8 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek -
DEN uygulandi
Su+ Yem
Deneyin baslamasindan sonra 7., 8., ve 9.
giinde 20 mg 2-AAF /kg oraninda
7.Grup 8 Su+Yem DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml yag
2-AAF . ; o
icinde gavajla verildi
DEN 175 mg/kg i.p. DEN uygulamasindan 1 hafta sonra 7., 8.
8.Grup 14 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek ve 9. giinlerde 2-AAF 20 mg/kg oraninda
DEN + 2-AAF uygulandi 0.1 ml DMSO’da coziindiiriilerek 0.1 ml
Su+ Yem yag icinde gavajla verildi
DEN uygulamasindan 1 hafta sonra 7., 8.
DEN 175 mg/kg i.p. ve 9. giinlerde 2-AAF 20 mg/kg oraninda
9.Grup 8 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml yag
DEN + 2-AAF + uygulandi icinde gavajla verildi ve DMV (1,5
DMV Su+ Yem mg/kg) 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek
16., 23., ve 30. giinde bir kez i.p. olarak
verildi
DEN uygulamasindan 1 hafta sonra 7., 8.
10.Grup DEN 175 mg/kg i.p. ve 9. giinlerde 2-AAF 20 mg/kg oraninda
DEN +2-AAF+ | 8 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml
1-o-Hidroksi uygulandi yag icinde gavajla verildi ve 1-0-
DMV Su+ Yem Hidroksi DMV (1,5 mg/kg) DMSO’da
¢oziindiiriilerek 16., 23., ve 30. glinde bir
kez i.p. olarak verildi.




DEN, sigcanlara, 175 mg/kg olacak sekilde 0.1 ml dimethylsiilfoksitte
(DMSO)’da ¢oziindiiriilerek intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (7,42,57,90,103,). 2-
AAF 20 mg/kg oraminda 0.1 ml saf zeytin yagi icerisinde gavajla uygulandi
(6,18,31,57,60,74). Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Bilim
Dalinda iiretilen, DMV ve 1-a-Hidroksi-DMV metabolitleride 1.5mg/kg sican olacak
sekilde 0.1 ml DMSQ’da ¢o6ziindiiriilerek intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (54,75).

3.2.2. Deney Hayvanlarindan Cahsilacak Orneklerin Alinmasi

Bes haftalik deney uygulamasi sonunda, siganlardan eter anestezisi altinda
karaciger alindi. Sicanlardan alinan karaciger 6rnekleri ikiye boliinerek bir kismi —86
°C’de SOD, MDA, katalaz ve Gpx’in spektrofotometrik dl¢iimii igin ve ayrica Western
blot yontemi ile CYPIA2 analizi i¢in saklandi. Diger bir kismi da
immunohistokimyasal (Ha-Ras, Cx32, GST-p icin) ve 151k mikroskobide histopatolojik

inceleme i¢in notral formaline alindi.

3.2.3. Karaciger Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) AKktivitesi

Olciimii

SOD aktivite 6l¢iimii igin (FLUKA®, USA) kiti kullanildi.

Olciim Prensibi:
Superoksit anyonlari (O;), Ksantin/Ksantin oksidaz sistemi tarafindan

olusturulup kromojen soliisyon kullanilarak 6l¢iimii yapildi.



20, 0OD490nm

Ksantin
Oksidaz

20, Kromojen

SOD

Oz + H202

a.0rnek Hazirlanmasi

Homojenat Hazirlanmasi:

1y
2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Ornek sayisi kadar tiip alindi ve numaralandi.
Her hayvandan ortalama 1 g kadar karaciger dokusu alindi.

Alinan doku pargasi 0.16 mg/ml heparin iceren %0.9 NaCl soliisyonunda
yikandi.

Alman doku miktar1 kadar serum fizyolojik ilave edildi.

Tiipler buz dolu bir kap icinde homojenizator cihazinda 8000 devirde 10

vuruda homojenize edildi.
Homojenizasyon sonras1 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant ayrildi.

Ayr bir test tiipline siipernatant’in 250 ul’si  ve buzda sogutulmus

ekstraksiyon reagent’inin 400 pl’si ilave edildi.

30 saniye vortekslendi.

10) +4°C’de 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.



11) Ustte toplanan siipernatant bir viale alindi. Aym giin icinde 6lciim
yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra Ol¢iim yapilacaksa —86 °C derin

dondurucuda saklandi.
b.Olciim Yontemi
1) Kit’te verilen calisma soliisyonu hazirlandi.
2) Kit’te verilen enzim c¢alisma soliisyonu hazirlandi

3) Asagidaki gosterildigi gibi 96’lik mikroplate kuyularina Ornek ve

digerleri kondu.

Kor1 |Kor2 |Kor3 |Ornek
Ornek 20 ul 20 ul
De iyonize su 20 ul 20 ul
Calisma 200 ul {200 ul {200 ul {200 ul
Soliisyonu
Enzim Calisma |20 ul 20 wl
Soliisyonu

4) Plate 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
5) Elisa ile 490nm’de 6l¢iim yapildi.

¢. Sonucun Hesaplanmasi

Asagidaki formiile gére % inhibisyon olarak hesaplandi.

SOD Aktivitesi (Korl-Kor3)-(6rnek-Kor2)

(% inhibisvon) - x 100
(Kor1-Kor3)




3.2.4. Karaciger Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Olciimii

Hiicresel glutatyon peroksidaz aktivite Ol¢limii icin (CALBIOCHEM®,
USA) kiti kullanildi.
Olciim Prensibi:

Kit indirek olarak GPx aktivitesini 6lger. GPx ortamdaki organik peroksit
varliginda rediikte glutatyon GSH’1 okside glutatyona (GSSG) doniistiiriir. Daha sonra
disaridan ortama eklenen NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR) ile okside glutatyon
tekrar redukte glutatyona doniisiir, boylece GSH derisimi sabit tutulur.

Olusan kimyasal tepkimede NADPH’in NADP’ye doniismesi esnasinda
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda absorbanstaki azalma izlenerek okside

glutatyon olusum hizi 6l¢iilmiis ve GPx enzim aktivitesi hesaplanmistir.

GPx
R-O-O-H + 2 GSH ——p» R-OH +GSSG + H;0

(M
GR
GSSG+NADPH+H' 3 2GSH + NADP"

a. Ornek Hazirlanmasi
Homojenat Hazirlanmasi:
1) Ornek sayis1 kadar tiip alindi ve numaralandi.
2) Her hayvandan ortalama 1 g kadar karaciger dokusu alindi.

3) Alinan doku pargasti 0.16 mg/ml heparin iceren % 0.9 NaCl

soliisyonunda yikanarak kirmizi kan hiicreleri ve pthtidan uzaklastirildi.

4) 4 ml’'lik soguk buffer ilave edilen tiip icindeki doku, buz dolu bir kap
i¢cinde homojenizatdr cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize

edildi.



S)
6)
7)
8)

9)

Homojenizasyon sonrasi 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustteki kistm alind1.

+4 °C’de 10000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

Toplanan siipernatant kismi 6l¢gtimde kullanildi.

Ayni giin iginde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra Ol¢iim

yapilacaksa —86°C derin dondurucuda saklandi.

b. Ol¢ciim Yontemi

1y
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Giinliik kullanilacak buffer miktar1 belirlendi.
Her biri 20 testlik NADPH reagent sisesi 7,5 ml buffer ile sulandirildi.
Tert-butil hidroperoksit substrati deiyonize su ile dilue edildi. (% 0.007)

Bu ii¢ soliisyon 23-25°C arasindaki sicakliga getirildi. Artan soliisyon

kesinlikle tekrar kullanilmadi.
Ornekler 6l¢iimden hemen 6nce buffer ile 1:10 seklinde sulandirildi.

Bir blank tiipii ve herbir 6rnek icin ayr test tiipleri hazirlanarak

numaralandi.

Blank tiipiine konan 350 ul buffer tizerine 70 pl distile su ve 350 pl
NADPH reagent ilave edildi.

Herbir ornek tiipiine 350 pl buffer, 350 ul NADPH reagent ve 70 pl

dilue edilmis 6rnek ilave edildi.
Ol¢iim kiivetine alian 6rnek spektrofotometreye yerlestirildi.

350 pl dilue edilmis tert-butil hidroperoksit substrati otomatik pipetle

cekilip birakilarak eklendi. Hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi.

10)340 nm’de her 30 sn’de bir absorbans Olciimii otomatik olarak

spektrofotometrenin kayit sistemi kullanilarak 3 dakikanin iizerinde

kaydedildi.



A340 nm’de t=0 zamanda absorbans< 0.8 olup olmadigina bakildi. Boyle

bir durum goriildiigiinde NADPH reagent vialinin yeniden hazirlanmasina dikkat edildi.
c. Sonucun Hesaplanmasi

Her 30 saniyede bir A340 da 6rnek ve blankin azalan orani hesaplandi.
A340’da egim hesaplanip ©6rnek oranindan blank oraminin farki almip net oran

(A340/dk) hesaplandi.
ImU/ml = Inmol NADPH/dk/ml = (A340/dk) / 0.00622
= Bulunan deger x 16
= U/gr yas doku
Homojenat i¢in bu deger mU/ml olarak verildi.

3.2.5. Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olciimii

Yontemin amaci; lipit peroksidasyonu son iriinlerinden bir tanesi olan
MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir
(UCHIAMA ve MIHARA 1978)(95).

a. Ornek Hazirlanmasi
Homojenat Hazirlanmasi:
1) Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandi.

2) Olciim islemine kadar —86°C’lik derin dondurucuda saklanan karaciger

doku orneklerinden, yaklasik 0.4 g alindi.
3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.

4) Buz dolu bir kap i¢inde tiipe gegirildi.



5) Tiip i¢indeki Ornekler daha sonra %1 KCIl c¢ozeltisi kullanilarak

homojenize edildi.

6) Buz dolu bir kap i¢indeki tiipte bulunan 6rnek, ultrasonik homojenizator

cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.

7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edildi.

8) Ustte toplanan siipernatant kismi ayri bir viale alinarak olciimde
kullanildi. Aymi giin iginde 6l¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra

ol¢iim yapilacak ise -86 °C’de derin dondurucuda saklandi.
b. Cozeltiler

% 1 Fosforik asit cozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye

tamamlandi.

% 0.6 TBA (Tiyobarbitiirik asit) cozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda

¢Oziindiiriildii.
c. Spektrofotometrede Olciim
1) Her 6lctimde bir blank ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2) Blank tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA
cozeltisi, ornek tiipiine; 0.5 ml homojenat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1

ml TBA c¢ozeltisi ilave edildi.
3) Blank ve ornek tiipleri bir beherde su i¢cinde 45 dk. kaynatildi.
4) Tiipler soguduktan sonra iclerine 4 ml butanol ilave edildi.
5) 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

6) Olciim icin siipernatant alindi.



7) Spektrofotometre 532 nm'ye getirildikten sonra, distile su ile sifirlanarak,

blank ve ornek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.
d. Sonucun Hesaplanmasi

1) Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi icin; lipit peroksit standardindan
(1.1.3.3. tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 nmol/ml

konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi (Sekil 3.1).
2) Standart egrisinin hazirlanmast:

- Blank tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA

¢oOzeltisi konuldu.

- Standart tiiplerine; 0.5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml
fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi ve 532 nm'de
absorbanslar okundu. Okunan absorbanslarla, konsantrasyon degerleri
milimetrik kagit iizerinde yerlestirilerek standart egrisi ¢izildi. Standart
egrisinde, spektrofotometreden okunan absorbans degerine karsilik

gelen konsantrasyon degerleri okundu (Sekil 3.1).



o Absorbans

o N

Konsantrasyon (MDA nmol/ml)

Sekil 3.1. MDA standart egrisi

Grafikten belirlenen degerler homojenatta nmol/g yas doku olarak hesaplandi.

3.2.6. Karaciger Dokusunda Katalaz Diizeyi Olciimii

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan
hidrojen peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanan

Olctimler sonucu belirlendi (GOTH L., 1991)(37).

a. Ornek Hazirlanmasi

Homojenat Hazirlanmasi:
1) Ornek sayis1 kadar tiip alinarak numaralandi.
2) Yaklasik 0.4 g agirhiginda karaciger doku ornekleri alindi.
3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.
4) Buz dolu bir kap i¢inde tiipe gecirildi.

5) Daha sonra tiip icindeki ornekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu ile

homojenize edildi.



Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:
a) KH;PO,’den 9.08 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (A).
b) Na,HPOs’den 11.88 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (B).

c) Daha sonra 3.3 ml A c¢ozeltisinden alinarak B ¢ozeltisi ile 100 ml’ye

tamamlandi ve pH = 8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.

6) Buz dolu bir kap icindeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizatér cihazinda

8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.

7) Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edildi.

8) Ustte toplanan siipernatant ayr1 bir viale alinarak Slciimde kullanildi.
Aymi giin icinde olg¢iim yapilacaksa +4 °C’de, daha sonra olgiim

yapilacaksa —86 °C derin dondurucuda saklandi.

b. Cozeltiler

1) Substrat cozeltisi: %30 H,O, den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile
1000 ml ye tamamlanip pH 7.4 ayarlandi.

2) 32.4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)¢M07024 4H;0) cozeltisi:
Bunun icin, 8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda c¢oziilerek
hazirlandi. Her zaman taze olarak kullanildi ve kisa siireli beklemelerde

cokelti olusmussa ol¢iim yapilmadan 6nce ¢ozelti vortekslendi.
3) Tampon ¢ozeltisi:

A) 4.08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

B) 8.04 g Na;HPOy4 alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

Daha sonra (A) c¢ozeltisinden 3.3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml ye

tamamlandi ve pH=7.4"e ayarlandu.



c. Spektrofotometrede Olciim

1) Her bir 6rnek tiipii icin bir blank tiipii (blank 1, B1) hazirland1 ve tiipler

numaralandi.

2) Blank (B1) tiiplerine ; 37 °C de su banyosu i¢inde 1 ml substrat ve 0.2
ml homojenat ilave edilerek baslatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum

molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu.

3) Ornek tiiplerine ise ; 1 ml substrat ve 0.2 ml homojenat konarak, 37 °C
de 60 saniyelik inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml

amonyum molibdat ¢6zeltisi ilavesiyle durduruldu.

4) Ornek tiiplerinin inkiibasyonu igin 60 saniyelik bekleme siiresi iginde

blank 2 (B;) ve blank 3 (B3) tiipleri hazirlandi.

5) Blank 2 tiiptine ; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon ilave

edildi.

6) Blank 3 tiipiine ; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon, ilave

edildi.

7) Spektrofotometre 405 nm de distile suyla sifirlandiktan sonra B, ve Bj
tiiplerindeki c¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank (B;)

tiipleri ve arkasindan 6rnek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.



d. Sonucun Hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve

sonuclar; homojenatta KU/g protein olarak bulundu.

Ornek —Blank(B))

Katalaz aktivitesi = x 271

Blank 2(B.) — Blank 3(B5)

3.2.7. Western Blot Yontemi ile CYP1A2’nin Belirlenmesi

a. Olciim Prensibi

Western blot yontemi, farkli orneklerde protein, miktarinin 6Slgiilmesine ve
molekiiler agirliklarinin belirlenmesine izin verir. Proteinler, genellikle SDS-PAGE
olmak iizere jel elektroforez yontemi kullanarak ayrilir. Proteinler, nitroseliilloz adi
verilen 6zel blotlama kagidinin tabakalarina transfer edilir. Blot, nitroseliiloz {izerindeki
herhangi bir yapiskan bolgeye baglanmasi i¢in genel bir proteinle (6rnegin siit proteini)
inkiibe edilir. Antikor bir enzime (6rnegin alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz)
veya boyaya sahiptir. Antikor’un yeri, eklenmis enzimi renkli bir {iriine doniistiiriip
gozlemlenebilmesini ve fotograflanabilmesini saglayan bir renklendirici substrat ile
inkiibe edilmesinden sonra belirlenir. Proteinler genellikle icerdikleri yiiklii amioasit
kangiminin bir yansimasi olarak net pozitif veya negatif yiike sahiptirler. Eger bir
protein molekiiliinii iceren soliisyona elektrik alan uygulanirsa, biiyiikliigiine, sekline ve
net yiikiine bagh olarak go¢ eder. Elektroforez olarak bilinen bu teknik, protein
karnigimlarini ayirmak icin kullanilir. 1960’larin ortasinda bu teknik SDS poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) olarak modifiye edilmis ve proteinlerin rutin analizinde
kullanilmaya baglanmistir. Sodyum dodasil siilfat (SDS) negatif olarak sarj edilmis
giiclii bir deterjandir. Bu deterjan protein molekiillerinin hidrofobik bdlgelerine
baglanir, uzatilmis polipeptid halkalarinmn iginde agilmalara sebep olur. Ozel protein

molekiilleri, diger proteinler veya lipid molekiilleriyle iliskilerinden dolay1 serbest kalir



ve deterjan soliisyonunda bagimsiz olarak ¢oziiniirler. Buna ek olarak indirgeyici bir
ajan olarak bilinen merkaptoetanol S-S baglarmi kirar, boylece cok alt yapili
molekiillerdeki (multisubunit) kurucu polipeptidlerin tiimiiniin birbirinden ayrilip analiz

edilmesini saglarlar (4).

b. Yontem

Hepatik Mikrosom Hazirlama
1) RIPA tampon (sc-24948) buz icine alindi.

2) 1 gram doku, 3 ml RIPA icine kondu.

3) Karisim +4 °C’de homojenize edildi.

4) 30 dakika buzda inkiibe edildi.

5) +4 °C’de 10 dakika 10 000 g de santrifiij islemi yapild.

6) Supernatant atildi.

7) Geriye kalan tekrar santrifiij edildi.

8) Supernatant yani hiicre lizat1 toplandi.

9) Berraklagma saglanana kadar santrifiij islemine devam edildi.
10) Lizat elektroforeze kadar —86 °C’de saklandi.

Elektroforez Yontemi

1) Jelin hazirlanmas1 i¢in arasina dokiilmek iizere iki cam levha
kullanildi.

2) Cam levhalardan sizint1 olup olmadigini kontrol etmek i¢in camlarin
arasinda olusan aralia alkol doldurudu ve sizintt olmadig
gozlendikten sonra alkol kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirildi.

3) Ayirici jel soliisyonu ceker ocakta 50 ml’lik santrifiij tlipii ig¢inde

asagidaki sekilde hazirlandi.



4)

5)

6)
7)

8)

Ayiria jel soliisyonu ( %10’luk):

Distile su 3,3 ml
Akrilamid/ Bis akrilamid %30 4 ml
1.5M tris(PH:8.8) 2.5ml
%10 SDS 0.1 ml
%10 Amonyum persiilfat 0,1ml
TEMED 9ul

Hazirlanan jel, hazirlanan dikey elektroforez diizenegine yarisina kadar
dolduruldu.

Jel soliisyonunun hava ile temasinin kesilmesi i¢in iizerine bidistile su
dokiildii.

Polimerizasyon icin 30 dakika beklendi.

Polimerizasyon isleminden sonra jelin iizerindeki su kurutma kagidina
emdirilerek alindu.

Hazirlanan toplayici jel soliisyonu ayiric jelin tizerine dokiildii.

Toplayici jel soliisyonu (%5’lik)

Distile su 2.7 ml
Akrilamid/ Bis akrilamid %30 0.67 ml
1M tris(PH:6.8) 0.5 ml
%10 SDS 0.04 ml
%10 Amonyum persiilfat 0,04 ml
TEMED 9ol

9) Hemen bu jele kullanim amacina uygun olarak tarak yerlestirildi.

10)Toplayict jelin polimerizasyonu i¢in 20 dakika beklendi.

11) Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak cikarildi.

12) 40-60 pg olacak sekilde lizat alindi ve 2 kati elektroforez tamponu

(sc-24945) ile karistirildi.
13) Karisim 4 dakika kaynatildi.



14) 10 mm’lik kuyucuklara loading buffer ile karistirnllan 25 upl’lik
karisimi kondu.

15) Elektroforezde, toplayici jelde 80 V’ta ayirici jelin sonuna kadar da
120 V’ta yiriitiildii.

Transfer Yontemi

Jelde bulunan proteinler nitroselliiloz membrana sandavi¢ diizenegi
yontemine gore aktarildi ve sandavi¢ olusturma aparatina yerlestirildi (Sekil 3.2, Sekil
3.3).

= Faiot

Whatmann 3
Mitrose hiliz memb ran

Akrilamid his alorilamid jel

Whatmann 3
— inot

Sekil 3.2. Jelde bulunan proteinlerin nitroselul6z membrana aktarilis
diizenegi.

Sekil 3.3. Sandavi¢ olugturma aparati



1y

2)
3)

4)

5)

6)

1y

Nitrosellilloz membran, whatman 3 kagidi ve siinger 30 dakika aktarici
soliisyon i¢inde bekletildi.

Aktaric Soliisyon

Tris 3.03¢g
Glisin 144 ¢
Metanol 200 ml

Steril bi distile su ile 1 1t’ye tamamlandi.  Aktaricit soliisyon
kullanilana kadar +4°C’de bekletildi.

Proteinlerin ayrismasi isleminden sonra jel aktarici soltisyona alindi
Transfer kasetine sirasiyla siinger, Whatman 3MM, jel, nitroseliiloz
membran onu iizerine tekrar Whatman 3MM ve siinger konularak
kaset kapatildi.

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

Bekleme sonunda nitroseliiloz membrana gecisin olup olmadig
ponceaus boyasi ile kontrol edildi. Jel ise comasie boya ile boyanarak
proteinlerin yiiriimeleri gdzlendi.

Boyamadan sonra nitroseliilloz membran steril bi distile su ile yikandi

ve primer antikor baglantisi i¢in hazir hale getirildi.

Antikor ile isaretleme Yontemi
Kuru nitroseliilloz membran 5-10 dakika steril bi disdile su icerisinde

bekletildi.

2) Transfer yapilan nitroselilloz membran Western blot bloker (Sigma

W138) tampon soliisyonunda 1 saat bekletildi.

3) Bloklama soliisyonu uzaklastirildi.

4) Transfer yapilan nitroseliiloz membran yikama soliisyonunda 1 kez 15

dakika ve iki kezde 5’er dakika yikandi.

5) 7.5\ CYP1A2 primer antikor ile 1.5 ml western blot bloker tamponu

karistirilda.



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

7) Inkiibasyonu yapilan membran yikama soliisyonunda 1 kez 15 dakika
ve iki kezde 5 dakika yikandi.

8) 3.5 ul Sekonder antikor ile 1.5 ml Western blot bloker tamponu
karistirildr.

9) Membran, sekonder antikor (3.75 pl) ve Western blot bloker tamponu
(1.5 ml) karisimi icerisinde 1 saat inkiibe edildi.

10)Inkiibasyonu yapilan membran yikama soliisyonunda 1 kez 15 dakika
ve iki kezde 5 dakika yikand.

11)Protein belirlenmesini saglayan A ve B soliisyonundan 3.5 ml alinarak
western blotting luminal soliisyonu hazirland.

12)Karanlik film odasinda membran {izerine Western blotting luminal
soliisyonu eklendi ve 1 dakika beklendi.

13)Western blotting luminal soliisyonundan alinan membran yine karanlik
odada film kasetlerine yerlestirildi ve iizerine film konarak proteinlerin
goriintiisii alindi.

14)Bu filmlerin otomatik banyo film sisteminde banyosu yapildi.

15)Bu filmler Synegene Kemiliiminesans goriintiileme cihazina alinarak
proteinlerin goriintiileri bilgisayara aktarildi ve synegene software

programi araciligryla protein miktarlan belirlendi.



3.2.8. Karaciger Orneklerinden Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

a. Doku Tespiti

Hayvanlardan alinan karaciger orneklerinden her biri (karacigerin tiim
loblarindan rasgele ornekleme yontemiyle alinarak) tespit icin % 10 tamponlanmis

notral formalin soliisyonunda 24-48 saat birakildi.
b. Doku Takibi

1) Yikama: Dokular 1 saat akan c¢esme suyunda yikanarak formalin

kalintilarindan arindirildi.

2) Dehidratasyon (dokularin suyunun alinmasi): Dokular yikama isleminden

sonra artan derecelerdeki alkol serilerinden gecirilerek sertlesmeleri

saglandi.

70 ° alkol - 60 dk.
80 ° alkol — 60 dk.
90 ° alkol (I) — 60 dk.
90 ° alkol (I) - 60 dk.
96 ° alkol (I) — 60 dk.

96 ° alkol (II)  — 75 dk.
Absolii alkol (I) — 60 dk.

Absolii alkol (IT) — 75 dk.
3) Seffaflagtirma:

Ksilol 1) - 30 dk.
Ksilol (I) - 30 dk.
Ksilol (I - 30 dk.

4) Parafin infiltrasyonu:

Parafin (I) - 30 dk.



Parafin (II) - 60 dk.
Parafin (III) — 75 dk. bekletildi.

4) Gomme: Dokular parafin i¢cine gomiilerek, blok haline getirildi.

c. Kesitlerin Alinmasi

1) Mikrotom yardimu ile bloklanmis dokulardan 4 pm kalinliginda kesitler

alind1.

2) Kesitler sicak su banyosuna alinarak (37 °C) agilmalari sagland .

3) Daha sonra kesitler poly-L-lysinli lamlara alindi.

4) Kesitler lam tasima sepetleri icinde 60°C’lik etiivde 2 saat bekletilerek
parafinin erimesi saglandi.

5) Daha sonra kesitler ksilol serilerinden gecirilerek deparafinize edildi.
Ksilol (I) - 30 dk.
Ksilol (II) - 30 dk.
Ksilol (III) - 30 dk.

d. Boyama Islemi

Deparafinize islemi tamamlanmis kesitlere, genel histolojik yapinin

gozlenebilmesi i¢cin hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi.
Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi:

1) Kesitler azalan dereceli alkol serisinden gegirilerek hidratasyon islemi

yapildi.
Absolii alkol -1 dk.

Absolii alkol -1 dk.



96° alkol (I) -1 dk.

96° alkol (IT) -1 dk.

90° alkol -1 dk.

80° alkol -1 dk.

60° alkol -1 dk.
2) Kesitler akan cesme suyunda 2 dk yikandi.
3) Kesitler hematoksilen soliisyonunda 3 dk. boyandi.
4) Kesitler akan ¢esme suyunda 2 dk yikandi.

5) Kesitler Asit-Alkol 1:99 oraninda (%1 HCI + %70 Alkol)’e bir kez
batirilip ¢ikarildi.

6) Kesitler Amonyak-Su 1:99 oraninda (%1 NHj +Distile su)’ya bir kez
batirilip ¢ikarildi.

7) Kesitler akan cesme suyunda 2 dk yikandi.
8) Kesitler Eozin soliisyonunda 2 dk. boyandi.

9) Kesitler artan dereceli alkol serisinden gecirildi (dehidratasyon iglemi)

60 ° alkol - 1dk.
80 ° alkol -1 dk.
90 ° alkol - 1dk.
96 ° alkol (I) - 1dk.

96 ° alkol (II) -1 dk.
Absolii alkol (I) — 1 dk.

Absolii alkol (I) — 1 dk.



10) Seffaflastirma islemi: Kesitler ksilolde seffaflastirildi

Ksilol (I) ~1dk.
Ksilol (IT) ~1dk
Ksilol (IIT) ~1dk

11) Kesitler entellan ile kapatildi. Boylece hazirlanan preparatlarda, dokunun
lam ve lamel arasinda hava almadan uzun bir siire saklanabilmesi

saglandi.
e. Doku inceleme ve Goriintiilleme

Kesitlerin timii  Olympus PM10-ADS marka fotomikroskop ile

incelenerek goriintiilendi.

3.2.9. immunohistokimya yontemi ile Ha-Ras, Cx32 ve GST-p

belirlenmesi

Parafin blok haline getirilen dokulara ayr1 ayr1 Ha-Ras, Cx32 ve GST-p icin
immunohistokimyasal boyama metodunun agamalar1 adim adim uygulandi. Kesitler Ha-
Ras, Cx32 ve GST-p icin uygun primer antikor ile asagidaki sekilde inkiibe edildi. En

son preparat kapatildi ve 151k mikroskop altinda incelenerek degerlendirildi.
Yontem

1. Parafin bloktan alinan kesitte immunohistokimyasal boyama igin
dokunun yogun oldugu bdliimii kaplayacak kadar (1 damla) primer

antikor damlatilarak, bir gece oda 1s1sinda inkiibe edildi.

2. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

iizerindeki PBS soliisyonu lami silkeleyerek uzaklastirildi.

3. Alanin iizerini kaplayacak kadar biotin isaretli sekonder antikor

damlatilarak 10 dk inkiibe edildi.



4. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

tizerindeki PBS soliisyonu lami silkeleyerek uzaklastirildi.

5. Alanin iizerini kaplayacak kadar streptavidin-peroksidaz konjugati

damlatilarak 10 dk inkiibe edildi.

6. Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

tizerindeki PBS soliisyonu lami silkeleyerek uzaklastirildi.

7. Alanin iizerini kaplayacak kadar substrat-kromojen soliisyonu (AEC)

damlatilarak 1-10 dk inkiibe edildi.

8. Mikroskopta gozlemleyerek, isaret alindiktan sonra distile suda

calkaland.

9. Alanin iizerini kaplayacak kadar hematoksilen damlatilarak 2dk. ¢cesme

suyunda 3 dk. PBS’de yaklasik 30 saniye bekletildi.
10. Distile suda calkalandi.

11. Preparat havada kurutulduktan sonra, PBS:gliserin (1:1) hazir kapama

ortami ile kapatildi.

12. Preparatlar 151k mikroskop altinda incelenerek, mikroskoba baglh

fotograf makinasi ile laboratuvarimizda goriintiilendi.

Boyama islemi sirasinda kullanilan soliisyonlarin hazirlanis1 ve inkiibasyon

isleminin teknigi asagida bildirilmistir.

Fiksasyon soliisyonu: 1:1 oraninda Aseton:Metanol karisimi hazirlandi,

kullanilincaya kadar +4°C’de saklandh.

Fosfat Buffer (PBS) Soliisyonu: 8.79 g NaCl, 0.274 g KH,PO4, 1.135 g
Na,HPO, tartildiktan sonra, 1000 ml distile suda eritildi. pH 7.2-7.4

olmasina dikkat edildi.



Primer antikor: H-Ras, Cx32 ve Gst-p primer antikoru kullanildi.

Substrat-kromojen soliisyonu: Kitin i¢inde bulunan AEC kromojenine ait
A, B ve C soliisyonlar1 kullamildi. Bir vial igerisine birer damla A, B ve C
soliisyonundan damlatilip, iizerine 1 ml distile su konarak hazirland1 ve

hemen kullanildi.

Inkiibasyon: Kapakli bir kap icerisinde yapildi. Kaba biraz 1lik su kondu.
Cam cubuklar kabin tabanina uzatildi. Cam ¢ubuklarin iizerine de preparatlar

siralandi.

istatistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular ANOVA ve Tukey testi
(SPSS 12.0) ile degerlendirildi ve 6nemlilik i¢in p<0,05 diizeyi kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. Karaciger Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD % inhibisyonu bakimindan, kontrol grubuna gére (87,00 £ 4,76), 2.
(82,28 * 4,82), 3. (82,57 £ 2,93), 4.(90,57 £ 1,90), 5.(90,67 £ 0,53) ve 9. (82,14%
3,71) gruplarda fark bulunmadi (P>0.05). Buna karsilik 6. (71,14 = 6,09), 7.(75,42 £
1,90) ve 8. (74,57 = 3,73) gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde (p< 0.001), 10. grupta (79,00
+2,08) ise 6nemli diizeyde (P<0.01) azalma bulundu (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin SOD % inhibisyon degerleri ve
bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N | SOD % inhibisyon
1. Kontrol 7 87,00 + 4,76
2.Zeytin Yag 7 82,28 + 4,82
3. DMSO 7 82,57 + 2,93
4. DMV 7 90,57 £ 1,90
S. 1-Hidroksi DMV 7 90,67 + 0,53
6. DEN 7 71,14 + 6,09™
7.2-AAF 7 75,42 + 1,90™
8.DEN + 2-AAF 7 74,57 £ 3,73
9. DEN + 2-AAF + DMV 7 82,14 + 3,71
10. DEN + 2-AAF + 1-g-Hidroksi DMV | 7 79,00 £ 2,08™

P>0.05 ** P<0.01 **¥P<0.001
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Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin SOD % inhibisyon degerleri

4.2. Karaciger Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Gpx, bakimindan, kontrol grubuna gore (10,28 *+ 2,56), 2. (10,14 * 1,79),
3.(12,14 £ 2,54), 4.( 12,57 £ 3,69), 5.(10,14 £ 4,41), 7.(7,57 £ 1,41) ve 9.(9,14 = 2,47)
gruplarda fark bulunmadi (P>0.05). Buna karsilik, 6. (1,14 = 0,89) ve 8. (3,00 = 1,41)
gruplarda ¢ok onemli diizeyde azalma (p< 0.001) ve 10. grupta (15,85 = 2,26) ise
onemli diizeyde artig (P<0.01) bulundu (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2 Kontrol ve deney gruplarinin Gpx degerleri ve bunlarin
istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N Gpx (mU/ml)
1. Kontrol 7 10,28 + 2,56
2.Zeytin Yag 7 10,14 + 1,79
3. DMSO 7 12,14 + 2,54
4. DMV 7 12,57 + 3,69
5. 1-Hidroksi DMV 7 10,14 + 4. 41
6. DEN 7 1,14 £ 0,89™
7. 2-AAF 7 7,57 £ 1,14
S8.DEN + 2-AAF 7 3,00+ 1,41
9. DEN + 2-AAF + DMV 7 9,14 £ 2 .47
10. DEN + 2-AAF + 1-a-Hidroksi DMV | 7 15,85 £2,26™

P>0.05 ** P<0.01 ***P<0.001
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin Gpx degerleri

4.3. Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Diizeyi

MDA bakimindan, kontrol grubuna gore (89,28 + 3,25), 2. (87,14 £+ 9,49),

3. (90,28%14,87), 4. (91,2846,10) ve 5.(94,1417,10), gruplarda fark bulunmazken
(P>0.05), 6. (147,0019,81), 7. ( 129,1416,14), 8. (144,00+£12,17), 9. (125,28 £10,48) ve
10. (132,42£16,09) gruplar arasinda ¢ok onemli diizeyde artis (p< 0.001) bulundu
(Cizelge 4.3, Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin MDA degerleri ve bunlarin
istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N | MDA (U/ gr yas doku)
1. Kontrol 7 89,28 + 325
2.Zeytin Yag 7 87,14 £ 9,49
3. DMSO 7 90,28 + 14,87
4. DMV 7 91,28 + 6,10
5. 1-Hidroksi DMV 7 94,14 + 7,10
6. DEN 7 147,00 £ 9,81
7.2-AAF 7 129,14 + 6,14
8.DEN + 2-AAF 7 144,00 + 12,17
9. DEN + 2-AAF + DMV 7 125,28 £10,48™
10. DEN + 2-AAF + 1-o-Hidroksi DMV | 7 132,42 +£16,09™

P>0.05 ***P<0.001
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Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin MDA degerleri
4.4. Karaciger Dokusunda Katalaz Aktivitesi

Katalaz, bakimindan, kontrol grubuna gére (56,2815,85), 2. (57,71£3,35),
3. (58,42+4,57), 4. (58,42 + 2,87), 5. (5§7,71£2,42) ve 9. (53,00£3,36) gruplarda fark
bulunmazken (P>0.05), 6. (24,85%3,33), 7. ( 41,28%1,60), 8. (29,28%3,68), ve 10.
(47,00%4,24) gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p<0.001) bulundu (Cizelge 4.4,
Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin katalaz degerleri ve bunlarin
istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N |Katalaz (kU/ml protein)
1. Kontrol 7 56,28 £ 5,85
2.Zeytin Yag 7 57,71 £ 3,35
3. DMSO 7 58,42+ 4,57
4. DMV 7 58,42+ 2,87
5. 1-Hidroksi DMV 7 57,711+ 242
6. DEN 7 24,85+ 3,337
7. 2-AAF 7 41,28+ 1,60™
8.DEN + 2-AAF 7 29,28 + 3,68
9. DEN + 2-AAF + DMV 7 53,00 + 3,36
10. DEN + 2-AAF + 1-a-Hidroksi DMV | 7 47,00 £ 4,24

*#% P<0.001
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Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarinin katalaz degerleri

4.5. CYP1A2 Enzim Ekspresyonu

CYP1A2 bakimindan, kontrol grubuna gore (53,28%2,85), 2. (46,711+2,43)
ve 3. (40,85%1,22) gruplarda fark bulunmadi (P>0.05), 4. (33,28+2,43) grupla p<0.05
diizeyinde, 5. (28,42 = 1,89) ve 10. (28,14%2,44) gruplarla 6nemli diizeyde (p<0.01), 6.
(19,14£3,67), 7. (11,28%+2,77), 8. (15,57+4,48) ve 9. (20,14£3,82) gruplarla ¢cok dnemli
diizeyde azalma (p<0.001) bulundu (Cizelge 4.5, Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8).

Cizelge 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin CYP1A2 degerleri ve bunlarin
istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N CYP1A2 (ng/ml)
1. Kontrol 7 53,28 +2.85
2.Zeytin Yag 7 46,71 +£2.43
3. DMSO 7 40,85 + 1,22
4. DMV 7 33,28 +£2,43"
5. 1-Hidroksi DMV 7 28,42 + 1,89
6. DEN 7 19,14 £ 3,67
7. 2-AAF 7 11,28 + 2,77
8.DEN + 2-AAF 7 15,57 + 4,48
9. DEN + 2-AAF + DMV 7 20,14 +3,82™
10. DEN + 2-AAF + 1-o-Hidroksi DMV | 7 28,14 + 2 44

P>0.05 *P<0.05 **P<0.01 **¥P<0.001



CYP1A2 ng/ml
W
o

20 -
10 -
0 ,
5. 6.
Gruplar

Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin CYP1A2 degerleri

Sekil 4.6. CYP1A2 proteinlerinin nitroseliiloz membranda panceaus S boyasi ile

goriintiilenmesi.
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Sekil 4.7. CYP1A2 proteinlerinin SDS page ile goriintillenmesi.
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Sekil 4.8. CYP1A2 proteinlerinin (kDa) antikor ile isaretlenerek film’de
goriintiilenmesi.

4.6. Karaciger’de Histolojik Bulgular

Calismamizdaki karaciger doku 6rnekleri H&E ve immunohistokimyasal
boyama yontemleriyle incelendi ve patoloji degisiklikler 1 /2 /3 / 4 pozitif (+/ ++/

+++ / ++++) olarak degerlendirildi.

4.6.1. H&E Bulgular

Calismamizda tim gruplar, dejeneratif bulgular, hepatosit karyomegali,
hepatosit sitomegali ve iltihabi hiicre infiltrasyonu olusumu bakimindan
degerlendirilmis olup 1., 2., 3., 4., 5. gruplarda dejeneratif bozukluklara rastlanmadi

(Sekil 4.9). 6. grupta dejeneratif bulgularda +++, hepatosit karyomegali +++, hepatosit



sitomegalide de ++ goriildii. 7.grupta, dejeneratif bulgular ++, hepatosit karyomegali
++, hepatosit sitomegali ++ olarak belirlendi. 8.grupta dejeneratif bulgular ++++,
hepatosit karyomegali ++++, hepatosit sitomegali + ve iltihabi hiicre infiltrasyonu
olusumu ++++, nekroz + (Sekil 4.10) ve preneoplastik fokus ++++ olarak belirlendi
(Sekil 4.11 ve 12) . 9.grupta dejeneratif bulgular +++, hepatosit karyomegali +++ ve
iltihabi hiicre infiltrasyonu olusumu +++ olarak goriildii (Sekil 4.10). 10.grupta da
dejeneratif bulgular +++, hepatosit karyomegali +++ ve iltihabi hiicre infiltrasyonu +++

olarak dejeneratif bozukluklar belirlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.9. Kontrol grubuna ait normal goriiniimde
karaciger dokusu. H&E, Orj. Bily.x100
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Sekil 4.10. 8.Gruba ait dejeneratif bulgular, hepatosit karyomegali,
hepatosit sitomegali ve iltihabi hiicre infiltrasyonu

olusumu. H&E, Orj. Biiy.x100.

Sekil 4.11. 8.Gruba ait preneoplastik fokus. H&E, Orj. Biiy.x100.



Sekil 4.12. 8.Gruba ait preneoplastik fokus. H&E, Orj. Biily.x200.

Sekil 4.13. 9.Gruba ait preneoplastik fokus. H&E, Orj. Biiy.x200.



Sekil 4.14. 10.Gruba ait preneoplastik fokus goriiniimii H&E, Orj.
Biiy.x200.



4.6.2. immunohistokimyasal Bulgular

Calismamizda 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. ve 10.gruplar arasinda Ha-Ras, Cx32 ve
GST-p proteinlerinde isaretlenme gozitkmezken, 8. grupta Ha-Ras (Sekil 4.15), GST-p
(Sekil 4.16) ve Cx32’de (Sekil 4.17) +++ isaretlenme goriildii. 9.grupta ise Ha-Ras,
Cx32 ve GST-p’de + isaretlenme goriildii.

Sekil 4.15. 8.Gruba ait karaciger dokusunda Ha-Ras protein. Orj.
Biiy.x200.



Sekil 4.16. 8.Gruba ait karaciger dokusunda GST-p enzimi.Orj.
Biiy.x200.

Sekil 4.17. 8.Gruba ait karaciger dokusunda Cx32 proteini. Orj.
Biiy.x100.



5. TARTISMA

Bu bolimde, caligmamizda tiimor olusumuna etkisi olan DEN ve 2-
AAF’nin birlikte sicanlara verilerek, bir mantar metaboliti olan DMV ve ondan
tiiretilmis 1-o-hidroksi-DMV’nin SOD, Gpx, katalaz enzim aktiviteleri, MDA diizeyi
ve CYP1A2 enzimlerinin ekspresyonuna ve yine hem histolojik olarak, hem de
immunohistokimyasal olarak Ha-Ras, GST-p, Cx32 proteini ile preneoplastik fokus,
dejeneratif bulgular, hepatosit karyomegali, iltihabi hiicre filtrasyonu ve nekroza olan

etkileri yoniinden sirasiyla karsilastirilip, tartisilacaktir.

SOD

SOD % inhibisyonu bakimindan, 1. (Kontrol) gruba gore, 2. (Yag), 3.
(DMSO), 4. (DMV) ve 5. (1-a-hidroksi-DMYV) gruplarda fark bulunmadi. Ancak, 6.
(DEN), 7. (2-AAF), 8. (DEN + 2-AAF) gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde, 10. (DEN + 2-
AAF + 1-0-hidroksi-DMV) grupta ise 6nemli diizeyde azalma bulunurken, 9. (DEN +
2-AAF + DMV ) grubun ise kontrol diizeyine yaklastig1 ortaya kondu.. Kontrole gore,
6., 7. ve 8. gruplarin SOD % inhibisyonundaki azalmanin SOD enziminin aktivitesinin
engellendigi ya da asirn miktarda O, radikalinin iiretilmesi gosterilebilinir. Yine,
kontrole oranla 10. grupta Onemli diizeyde azalma, 9. grupta ise kontrol grubuna
yaklagtiracak kadar SOD inhibisyonundaki azalma bize aktivitenin arttigim
gostermektedir. BANAKAR M. C. ve arkadaglar1 (2004) DEN ve FB uygulanan
sicanlarin karacigerinde SOD aktivitesinde azalma belirmislerdir. SOD’un savunma
sistemi i¢in ¢ok onemli oldugunu ortaya koymuslardir. SOD, antioksidan olarak gorev
yaparak, zar ve sitozolde serbest radikallerin neden oldugu hasara karsi savunma
yaptigim1 belirtmislerdir. SOD ve katalaz, oksijen radikalini hidrojen peroksit ve su
haline doniistiirdiigiinii ve olusan hidrojen peroksitin glutatyon peroksidaz tarafindan
yakalanarak, katalaz veya diger enzim sistemleri  tarafindan yok edildigini
bildirmislerdir. Kanserli hiicrelerde, normal hiicreye gore SOD miktarinin daha yiiksek
olmasinin nedeni olarak, tiimor hiicrelerinde serbest oksijen radikallerinin asir1 derecede
iiretilmesi oldugunu belirtmislerdir (9). CHAKRABORTY T. ve arkadaslarinin (2003)
yaptiklar farkli bir calismada, DEN ve 2-AAF’nin si¢an karacigeri hiicrelerinde SOD
aktivitesini artirdigimi belirlemislerdir (18). GOEPTAR A. R. ve arkadaslan (1994)



sicanlara FB uygulayarak karaciger hiicrelerinde SOD aktivitesinde artis oldugunu
ortaya koymuslardir (36). FERNANDEZ D. C. ve arkadaslarinin (1998) hepatosit
kiiltiirtine FB uyguladiklart bir calismada, SOD’un inhibisyonunda %50 azalma
oldugunu belirlemislerdir (30). Bunun sonucunda, bu c¢alismada oldugu gibi bizim
calismamizda da azalma oldugu ortaya konmustur. Ama ilk kez denenmeleri nedeniyle,
DMV ve 1-0-hidroksi-DMV’nin etkilerini arastirilmasi acisindan herhangi karsilagtirma

yapilamamastir.
Gpx

Gpx diizeyinde, kontrol grubuna gore, 2., 3., 4., 5., 7. ve 9. gruplarda fark
bulunmazken 6., ve 8. gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde azalma ve 10. grupta ise 6nemli
diizeyde artis bulundu. Bu bulgular sonucunda Gpx’in, DEN ve 2-AAF uygulanan
gruplarda Gpx’in cok dnemli diizeyde azaldigi, DMV nin de 1-o-hidroksi-DMV kadar
olmasa da Gpx diizeyini artiric1 etkisinin oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada,
BANAKAR M. C. ve arkadaglar1 (2004) sicanlara DEN ve FB uygulamislar, Gpx‘in
azaldigmi, bunun yaninda savunma sisteminde rol aldigini ve savunma sistemi icin ¢cok
onemli oldugunu ortaya koymuslardir. SOD ve katalazin, oksijen radikalini hidrojen
peroksit ve su haline doniistiirdiigii ve bu olusan hidrojen peroksitin de, glutatyon
peroksidaz tarafindan yakalanarak, katalaz ya da diger enzim sistemleri tarafindan yok
edildigini ortaya koymuslardir (9). Bu calismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da,
DEN ve 2-AAF’nin Gpx aktivitesini azalttig1 belirlenmistir.

MDA

MDA diizeyinde, kontrol grubuna gore, 2., 3., 4. ve 5. gruplarda fark
bulunmazken, 6., 7., 8., 9. ve 10. gruplar arasinda ¢cok 6nemli diizeyde artis bulundu.
Bu bulgulara gére DEN ve 2-AAF’nin LPO’nun ikinci iiriinii olan MDA’y1 artirdigi,
ancak buna DMV ve 1-o-hidroksi-DMV’nin istatistiksel olarak etkisinin olmadigi
tesbit edildi. Bu sonuca gore superoksit ve hidroperoksit radikalleri LPO’nun artmasini
saglayarak, hiicre zar1 hasarinin artisina neden olmuslardir. Koruyucu olarak ise, bu

metabolitlerin herhangi bir etkisine rastlanmamistir. THIRYNAVUKKARASU C. ve



arkadaslarn1 (2003) DEN ve FB ile olusturduklar1 hepatik timor olusumu ile
antioksidantlar arasindaki iliskiyi su sekilde aciklamislardir; DEN’in metabolitleri
DNA’ya bir ya da iki oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglanarak timor
promotorlerinin baglanmasina aracilik ederler. Tiimor promotérii, bir superoksit anyonu
indiikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit
olusumunu saglar. Bunun sonucunda superoksit ve hidrojen peroksit birikimi
gerceklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidant mekanizmanin azalmasim ve yiiksek
oranda reaktif hidroksil radikali olusumasini saglar. Olusan hidroksil radikalleri
deoksiribozda pargalanmalara dolayisityla DNA kiriklarina neden olur. Reaktif hidroksil
radikalleri, lipit membranda yer alan yag asitlerindeki hidrojen atomlarin1 ayirir. Bu
hidrojen atomlar1 da doymamis cok karbonlu yag asitlerinin karbonil gruplariyla
birleserek hidroperoki radikallerini olusturur. Hidroperoksi radikalleri, lipit-
hidroperoksit olusumu sirasinda hidrojeni ayirirlar. Bu durum, superoksit ve
hidroperoksit radikallerinin LPO artisina, dolayisiyla hiicre zarinda hasara neden
olduklarimi rtaya koymaktadir (91). CONKLIN K. A. (2002) hazirlamis oldugu
derlemede MDA’nin lipit peroksidasyonunun ikinci {iriinii oldugunu ve onun
belirleyicisi niteligini tagidigin1 belirtmistir (21). BANAKAR M. C. ve arkadaslar
(2004) da sicanlara DEN ve FB uyguladiklan sicanlarin karaciger doku hiicrelerinde,
radikal olusumu sonucunda olusan lipit peroksidasyonun ikinci iiriinii olan MDA
(malondialdehit)’da artis oldugunu belirtmiglerdir (9). Bu sonuglar, bizim
calismamizda tesbit ettigmiz MDA diizeyinin artis1 ile paralellik géstermektedir. DMV
ve 1-o-hidroksi-DMV metabolitlerinin, MDA diizeyine olan etkilerinin arastirildigi
herhangi bir c¢alismaya rastlayamadigimizdan bunlarla ilgili karsilastirma

yapilamamistir.



KATALAZ

Katalaz aktivitesinde, bulgulari, kontrol grubuna gore, 2., 3., 4., 5. ve 9.
gruplarda fark bulunmazken, 6., 7., 8., ve 10. gruplar arasinda ¢ok onemli diizeyde
azalma bulundu. Bu da bize DEN ve 2-AAF’nin katalaz aktivitesini azalttigin1 ya da
asirt kullamim nedeni ile azaldigi, DMV’nin ise bu aktivasyonu artirarak kontrol
diizeyine getirdigini gostermektedir. BANAKAR M. C. ve arkadaslarina (2004) gore
katalazin savunma sistemi i¢in ¢ok onemli oldugu ve toksik etki sonucunda olusan
serbest oksijen radikallerini SOD ile beraber hidrojen peroksite ve suya doniistiirdiigii
ve bunun sonucunda da Gpx’de de belirtildigi iizere, Gpx’in bu olusan hidrojen
peroksiti yakaladig1 ve bunun sonucunda da katalaz ve diger enzim sistemlerinin bunlari
suya doniistiirdiiglinii ortaya koymuslardir (9). Yapilan farkli bir caligmada da,
GOEPTAR A. R. ve arkadaslar1 (1994) sicanlara FB uygulayarak hepatosit sitozoliinde
katalazda azalma oldugunu ortaya koymuslardir (36). Bizim calismamizin sonuclarida
bu calisma ile parellellik gostermektedir. Ancak, ABDELLATIF A. ve arkadaslari
(2003) DEN ve 2-AAF uyguladiklar sicanlarda (1), FERNANDEZ D. C. ve arkadaslan
(1998) da hepatosit kiiltiiriine FB uyguladiklan caligmalarda katalazda artis oldugunu

belirtmislerdir (30). Bu sonuglar, bizim sonucumuz ile uyumlu degildir.
CYP1A2

CYP1A2 diizeyinde, kontrol grubuna goére 2. ve 3. gruplarda fark
bulunmazken, 4. grupta ekspresyon yoOniinden azalma, 5. ve 10. gruplarla 6nemli
diizeyde, 6., 7., 8. ve 9. gruplarla karsilastirildiginda ise ¢cok onemli diizeyde azalma
bulunmustur. Bu sonuclara gore, detoksifikasyon reaksiyonlarmin I. fazinda, diger bir
deyisle sican hepatokarsinojenezin erken safthasinda bir monooksijenaz olarak gorev
yapan CYP1A2’nin ekspresyonu DEN, 2-AAF, DEN + 2-AAF ve DMV verilen grupta
istatistiksel olarak ekspresyonda azalimin degismemesi, ancak DEN + 2-AAF + 1-o-
hidroksi DMV verilen grupta ekspresyonun istatistiksel olarak az da olsa artmasi, 1-ot-
hidroksi DMV’nin detoksifikasyon reaksiyonlarindan faz I reaksiyonda CYP1A2’nin
ekspresyonunu artirdigit bu c¢alisma ile ortaya konmustur. Yapilan c¢alismalarda

CYP1A2’nin ekspresyonunun, DEN ve 2-AAF ya da benzeri olarak gorev yapan FB ve



2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin’de azaldig1 ortaya konmustur (5,60,66,82,93). Bu
calismalan kisaca belirtirsek; LIU L. ve arkadaslar1 (2005) sigcan hepatokarsinojenezin
erken safhasinda sitokrom p450 ekspresyonunu belirlemek amaciyla yaptiklar
calismada, sicanlara DEN ve 2-AAF uygulayarak, sican karacigerinde Western blot
mikrosomal ayirma yaparak CYP1A2 seviyesindeki degisikligi SDS PAGE ile ortaya
koymuslardir. Sonugta DEN+2-AAF ve sadece 2-AAF uygulanan si¢canlarin
hepatositlerinde CYP1A2 seviyesinin azaldigini tesbit etmislerdir (60), TRITSVHER A.
M. ve arkadaglarinin (1992) DEN uygulanmis sigan hepatositlerinde CYP1A2
diizeyinin azaldigini bunu da ksenobiyotiklerin detoksifkasyonu sonucunda enzimlerin
indiiklenmesi sonucunda reaktif DNA metabolitlerinin olusumuna neden oldugunu
ortaya koymuslardir (93), ANDERSON M. ve arkadaslan1 (1997) DEN + 2, 3, 7, 8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin ile geometrik hepatik bolge model olusturarak, CYPIA1
ve CYPIA2’nin indiiklenmesini arastirmak istedikleri bir c¢alisma sonucunda
CYP1A2’nin indiiklendigini ortaya koymuslardir (5), SANTOSTEFANO M. J. ve
arkadaslar1 (1998) sicanlara 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin vererek, karaciger
hiicresinde,  detoksifikasyon reaksiyonlarinin  birinci  fazinda CYP1A2’nin
ekspresyonunun azaldigini belirtmislerdir (82), MITSUMORI K. ve arkadaslar1 (1997)
DEN ve 500 ppm oksfendazol (FB tiirevi) uyguladiklan1 sicanlarda CYP1A2 ‘nin
ekspresyonunun indiiklendigini ve kullanimi nedeniyle de azaldigim1 ortaya

koymuslardir (66),

HiSTOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULARIN
TARTISMASI

Histolojik olarak calismamizda 1., 2., 3., 4., 5. gruplarda herhangi bir
patolojik bozukluga rastlanmadi. 6. ve 7. grupta bu bulgularin benzerlik gostermesi
ancak 8. grupta 6. ve 7. gruba oranla daha fazla patolojik bulgularin bulunmasi ve
ozellikle preneoplastik fokuslarin goriilmesi yaptigimiz caligmanin seyrinin dogru
oldugunu gostermektedir. Bu patolojik bulgular bize tiimor olusumunun basladigini ve
bu timor olusumuna etkisini incelememiz nedeniyle daha ileri asamasinin
beklenilmemesi gerektigini ve dogru zamanda DMV ve 1-a-hidroksi-DMV

uyguladigimizi gostermistir. Ozelliklede, DMV ve 1-o-hidroksi-DMV uyguladigimiz



gruplarda patolojik olarak bir diizelme (+ kadar) olmustur. NORMAN B. H. ve
arkadagslar (1996) Swiss T-hiicrelerine uyguladiklar1 wortmanninin, PI 3-kinazi inhibe
ederek, tiimor olusumunu etkiledigini ortaya koymuslardir (72). GAO Z. Y. ve
arkadaglart (1996) pankreatik P-hiicrelerinde wortmanninin, insiilin sekresyonunu
inhibe etmesini aragtirmiglar, sonu¢ta wortmanninin PI 3-kinazi inhibe ederek PLC’nin
aktivitesini inhibe ettigini, boylece PIP2'nin hidrolizinin engellendigini ve dolayisiyla
diacilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5 trifosfot (IP3) olusumunun engellendigini ortaya
konmuslardir (34). CROSS M. ve arkadaslar1 (1995) wortmannin ve onun yapisal
analogu olan DMV’i Swiss 3T3 hiicrelerine uygulamislar, bu maddelerin PI 3- kinazi
inhibe ederek PLC’yi inaktive ettigini ve PIP,’nin hidrolizini engelleyerek DAG ve IP3

aktivitesini durdurdugunu belirtmislerdir (23).

Immunuhistokimyasal olarak Ha-Ras ve GST-p ekspresyonunda DEN + 2-
AAF uygulanan sicanlarda cok artig belirlendi. DEN + 2-AAF + DMV ve DEN + 2-
AAF + 1-0-hidroksi DMV verilen gruplarda ise belirli oranda azalma belirlendi.
Cx32’nin de karsinomun tam olarak olusmamas1 nedeniyle hiicreler arasindaki yerini
aldigim belirledik. KURODA H. ve arkadaslari (2002) DEN verdikleri sican
hepatositlerindeki tirozin kinaz resept0riiniin gen ekspresyonunu belirlemek istemisler,
yaptiklar1 calisma sonucunda, preneoplastik goriiniim ve immunohistokimyasal olarak
GST-p enziminde artis belirlemislerdir (57), MEJIA G. E. ve arkadaslan (2004) DEN +
2-AFF uyguladiklar sicanlarin hepatositlerinde hepatik fokus, parankima, nodiil ve
neoplastik  olusumun yanm1 swa GST-p’nin  arttigim  belirlemiglerdir  (64),
CHAKRABORTY T. ve arkadaslart (2003) DEN + 2-AAF vererek sican
hepatositlerinde vanadiumun etkilerini arastirdiklar ¢alismada, hepatositlerde bazofilik
fokus, ezonofilik fokus ve sinozidlerin olustugunu belirlemiglerdir (18), ARORA A. ve
SHUKLA Y. (2004) DEN + 2-AAF verilen sican hepatositlerinde GST-p aktivitesinin
artisimt - gozlemiglerdir (6), AYDINLIK H. ve arkadasglari (2001) DEN + FB
uyguladiklart sican karacigerinde Ha-Ras’in 61. kodonunda mutasyonun yani sira
Cx32’nin ekspresyonunda %80 azalma oldugunu belirtmislerdir. Aynmi c¢aligmada
sadece DEN uyguladiklarinda, Ha-Ras ve Cx32 ‘de onemli diizeyde degisiklik
gozlenmedigini belirtmislerdir (7), LUEBECK G. E. (2000) ve WALKER N. J (2000)



ile arkadaslari, sicanlara DEN + 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin uygulayarak,
karacigerde tiimor olusumunun erken safhasinda, hepatik fokus ve GST-p
ekspresyonunda artig belirlemislerdir (61,100), LIU L. ve arkadaglar1 (2005) DEN + 2-
AAF uyguladiklan sicanlarda hepatokarsinojenizin erken safhasinda hepatositlerinde
GST-p’nin arttigini ortaya koymuslardir (60), FREY S. ve arkadaslar1 (2000) DEN + 5-
bromodeoxyuridine uygulayarak hepatoselliiler kanser olusturduklar1 farelerde ras
geninin 61. kodonunda mutasyon oldugunu, bunun sonucunda da tiimér olusumunun
arttigini ortaya koymuslardir (32), NEVEU M. J. ve arkadaslar1 (1994) FB uyguladiklari
sicanlarin sentrolobiiler hepatositlerde immunohistokimyasal olarak Cx32 azaldigim
belirlemislerdir (70), MITSUMORI K. ve arkadaslari (1997) DEN + 500 ppm
oksfendazol (FB tiirevi) uyguladiklar sicanlarda sentrolobiiler hepatositlerde Cx32’de
Oonemli diizeyde azalma, histolojik olarak yag asitlerinde dejenerasyon ve hipertrofi gibi

degisiklikler belirlemislerdir (66).

Sonug¢ olarak, her iki mantar metabolitin preneoplastik donemde etkili
oldugu ortaya kondu. Fakat bu sonucun daha da kesinlesebilmesi ve preneoplastik
donemi takip eden evrelerde ki etkilerinide ortaya koyabilmek i¢in, heniiz cok yeni

olan bu konunun daha ¢ok ¢alisilmas1 gerekmektedir.



6. SONUC

Calismamizda karacigerde tiimor olusumuna neden olan DEN + 2-AAF nin
etkisini ortadan kaldirabilmek amaciyla, sicanlara uygulanan DMV ve 1-o-hidroksi-

DMYV mantar metabolitlerinin etkilerine ait sonuglar asagida belirtilmistir.

1.SOD % inhibisyonu; kontrol grubuna gére, DEN, 2-AAF ya da birlikte
uygulanan gruplarda, SOD % inhibiyonunda azalma belirlendi. DEN + 2-
AAF + DMV verilen grupta SOD % inhibisyonun kontrol grubu ile
istatitiksel olarak yaklasik aym diizeyde oldugu, DEN + 2-AAF + 1-o-
hidroksi-DMV uygulanan grupta da % inhibisyonun Onemli diizeyde
kontrole yaklastig belirlendi.

2.Gpx aktivitesi; kontrol grubuna gore, DEN ve DEN + 2-AAF uygulanan
grupta cok onemli diizeyde azalma ve DEN + 2-AAF + 1-o-hidroksi-DMV
verilen grupta ise onemli diizeyde artma gozlendi. DMV’nin ise 1-0-

hidroksi-DMV kadar olmasa da diizeltici etkisinin oldugu belirlendi.

3.MDA diizeyi; kontrol grubuna gore, DEN, 2-AAF, DEN + 2-AAF, DEN
+ 2-AAF + DMV ve 2-AAF + DEN + 1-¢-hidroksi-DMV uygulanan
gruplarda ¢ok Onemli diizeyde artig belirlendi. DMV ve 1-0-hidroksi-
DMV’nin MDA diizeyi acgisindan istatistiksel olarak etkilerine

rastlanilamadi.

4. Katalaz aktivitesi;, kontrol grubuna gére, DEN, 2-AAF ve DEN + 2-
AAF uygulanan gruplarda azalma belirlendi. DEN + 2-AAF + DMV
verilen grupta bu aktivitenin kontrole yaklastigi, DEN + 2-AAF + 1-o-
hidroksi-DMV uygulan grupta ise istatistiksel olarak onemli olmasa da

artis belirli bir artis belirlendi.

5.CYP1A2 ekspresyonu; kontrol gruba gore, DEN, 2-AAF, DEN + 2-AAF,
DEN + 2-AAF + DMV uygulanan gruplarda daha fazla olmak iizere DMV
ve DEN + 2-AAF + 1-o-hidroksi-DMV uygulanan gruplarda azalma



belirlendi. DEN, 2-AAF, DEN + 2-AAF ve DMV verilen gruplarda
istatistiksel olarak ekspresyonda azalma olmazken, DEN + 2-AAF + 1-0-
hidroksi DMV verilen grupta ekspresyonun istatistiksel olarak az da olsa
artmasi, 1-o-hidroksi DMV’nin detoksifikasyonun birinci fazinda

CYP1A2 ekspresyonunu arttirdigini ortaya koymustur.

6.Histolojik olarak; calismamizda kontrol grubuna gore, DEN ve 2-AAF
uygulanan gruplarda dejeneratif bulgular, hepatosit karyomegali, hepatosit
sitomegali ve iltihabi hiicre infiltrasyonu olusumu bakimindan patolojik
bozukluklara rastlanirken DEN ve 2-AAF uygulan grupta daha fazla
oranda patolojik bulgularin bulunmasi ve 6zellikle preneoplastik fokuslarin
goriilmesi yaptigimiz ¢alismanin seyrinin dogru oldugunu gostermistir.
DEN ve 2-AAF’nin yam sira uyguladigimiz DMV ve 1-¢-hidroksi-DMV

uygulanan gruplarda patolojik olarak bir diizelme oldugu belirlendi.

7. Immunubhistokimyasal olarak; kontrol grubuna gore, DEN + 2-AAF
uygulanan grupta Ha-Ras ve GST-p proteinleri artis gosterdi. DEN + 2-
AAF + DMV ve DEN + 2-AAF + 1-a-hidroksi-DMV uygulanan gruplarda
ise bu proteinlerin miktarinda belirli oranda azalma oldugu goriildii.
Karsinomun tam olarak olusmamasi nedeniyle, Cx32’nin de hiicreler

arasindaki yerini aldig belirlendi.

Sonug olarak, her iki mantar metabolitinin preneoplastik donemde etkili
oldugu ortaya kondu. Fakat bu sonucun daha da kesinlegebilmesi ve preneoplastik
donemi takip eden evrelerde, ne gibi etkilerinin olabilecegini ortaya koyabilmek

icin, heniiz ¢cok yeni olan bu konuda, yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyac vardir.
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